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I I the description, pages 
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1 I the drawings, sheets/fig 
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— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
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Citations and explanations 

1. This report makes reference to the following 
documents : 



Dl: P.N.A.S. USA (1987) 84: 7213-7217 

D2: J. MOL. MEDICINE (1996) 74: B8 

D3: P.N.A.S. USA (1997) 94: 14759-14763. 



2. This report is based on the assumption that all the 
claims enjoy the priority of the filing date of the 
priority document. Should this later prove not to be 
the case, document D3, which is cited in the 
international search report, would become relevant. 



3. The subjects of Claims 1-35 are considered to be 
novel and also to involve an inventive step. 



Document Dl, which describes a process for the 
insertion and deletion mutagenesis of CMV in 
eucaryotic cells, appears to represent the closest 
prior art. The vector as per Claim 1 differs from 
the constructs used in Dl in that it contains an 
artificial bacterial chromosome (BAC) as cloning 
vehicle . 
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In the description of the application (see, in 
particular, the examples) , it could be demonstrated 
that such a vector can be preserved and multiplied 
in E. coli and leads to the production of viruses 
after transfection into eucaryotic cells. This 
allows the cloning and mutagenesis of uniform CMV 
mutants . 

The technical problem is therefore considered to be 
that of providing a vector that makes it possible to 
preserve, to multiply and to induce the mutagenesis 
of infectious viral genome sequences of more than 
100 kb in host cells, and that leads to the 
production of mutated viruses without additional 
selection steps. The solution to this problem 
proposed in Claim 1 is not considered obvious. 
Although it is known from the prior art (see 
document D2) that CMV can be replicated and produced 
as BAC in E. coli , a person skilled in the art could 
not expect from that document that infectious virus 
sequences of this size could actually also be cloned 
in such a vector. Consequently, the subjects of 
Claims 1-35 involve an inventive step. 
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VIII. Certain observations on the international application 



rhe following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

4. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (iii) , the description is 
not in line with the amended claims. 
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(57) Abstract 



The invention relates to recombinant vectors containing infectious, 
viral genome sequences as well as sequences of a cloning vehicle and to 
a method for producing said vectors. The invention further relates to the 
use of such recombinant vectors, especially for the mutagenesis of the 
infectious viral genome sequences contained therein, and to a method for 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinante Vektoren, die in- 
fektiose virale Genomsequenzen sowie Sequenzen eines Klonierungsve- 
hikels enthalten, und ein Verfahren zur Hers tel lung dieser Vektoren. 
Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung solcher rekom- 
binanter Vektoren, insbesondere zur Mutagenese der darin enthaltenen in- 
fektidsen viralen Genomsequenzen, sowie ein Verfahren zur Mutagenese 
dieser Sequenzen. 
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Rekombinanter Vektor, der infektiose virale Genomsequenzen mit einer 
Grofte von mehr als 100 kb enthalt, Verfahren zu seiner Herstellung und 
Verwendung zur Mutagenese der viralen Sequenzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinante Vektoren, die infektiose virale 
Genomsequenzen sowie Sequenzen eines Klonierungsvehikels enthalten, und 
ein Verfahren zur Herstellung dieser Vektoren. Ferner betrifft die vorliegende 
Erfindung die Verwendung solcher rekombinanter Vektoren, insbesondere zur 
Mutagenese der darin enthaltenen infektiosen viralen Genomsequenzen, sowie 
ein Verfahren zur Mutagenese dieser Sequenzen. 

Verschiedene Viren mit grower DNA sind wichtige Pathogene, entweder fur den 
Menschen oder fur Tiere Oder Pflanzen, wobei sie zum Teil zu schweren oder 
sogar tddlichen Krankheiten fuhren. Beispielhaft sei hier das Cytomegalievirus 
(CMV) genannt, das zu den wichtigen menschlichen pathogenen Viren zahlt. 
CMV hat eine hohe Pravalenz in der Bevolkerung und kann zu schweren Krank- 
heiten fuhren, insbesondere bei immunologisch unreifen Patienten oder bei Pati- 
entenmit einem beeintrachtigten Immunsystem (1). Da das menschliche Cyto- 
megalievirus und das Maus-Cytomegalievirus (MCMV) eine Reihe von Ahnlich- 
keiten in ihrer Biologie und Pathogenese zeigen (2), wurde die Infektion von 
Mausen mit MCMV zu einem intensiv untersuchten in vivo -Modell zur Untersu- 
chung der Pathogenese der CMV-lnfektion. Die ca. 235 kb grofte Genome von 
sowohl menschlichem als auch Mause-CMV sind die grofiten Genome von DNA- 
Viren der Sauger. Die Sequenzanalyse der menschlichen und Mause-CMV- 
Genome zeigt eine ahnliche genetische Organisation und eine Kodierungsfahig- 
keit fur vermutlich mehr als 220 Polypeptide (3, 4, 5). 

Die Grofte des Genoms solcher Viren macht es schwierig, das gesamte Genom 
bzw. die fur Replikation und Verpackung notwendigen Teile des Genoms zu 
klonieren, zu analysieren und gezielte Veranderungen vorzunehmen. Dies liegt 
unter anderem daran, daft die bis jetzt verwendeten Verfahren auf die Verwen- 
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dung mehrfacher Rekombinationsschritte in eukaryontischen Zellen angewiesen 
sind, die 1 . selten, 2. fehleranfallig und 3. praktisch nicht zu kontrollieren sind. 
Dadurch werden aufwendige Selektionsverfahren notwendig, um gewunschte 
Mutanten zu isolieren und charakterisieren zu konnen. 

Informationen uber die Funktion eines Grofcteils der CMV-Genprodukte liegen 
aufgrund der Grofte der viralen DNA und der damit verbundenen schwierigen 
Manipulierbarkeit des viralen Genoms nach wie vor kaum vor, und CMV-Klone 
und CMV-Mutanten sind ihrer groften DNA und ihrer langsamen Replikations- 
kinetik wegen bisher nur sehr schwierig zu erhalten. Dies steht z.B. im Gegensatz 
zu der Situation beim Herpes simplex Virus (a-Herpesviren) (6), das eingehend 
untersucht wurde und fur das viele virale Genfunktionen gekiart werden konnten. 

Fur die Unterbrechung und Deletion von CMV-Genen wurde ein Verfahren zur 
Insertionsmutagenese in eukaryontischen Zellen entwickelt (7, 8). Aufgrund der 
geringen Haufigkeit homoioger Rekombinationen in eukaryontischen Zellen ist 
das Verfahren- jedoch sehr ineffektiv. Zusatzlich wurden haufig zufallige Deletio- 
nen und die Bildung nicht erwunschter rekombinanter Viren beobachtet (7, 9). 
Obwohl Selektionsverfahren dieses ursprungliche Verfahren verbessert haben (9, 
10, 11), bleibt die Erzeugung von CMV-Mutanten eine aufwendige und haufig 
erfolglose Aufgabe. Kurzlich konnte ein Verfahren zur Konstruktion von rekom- 
binanten Herpesviren aus klonierten, uberlappenden Fragmenten (12) auch auf 
CMV ausgedehnt werden (13). Dies ist bereits eine deutliche Verbesserung 
gegenuber den oben beschriebenen Verfahren, da dieses Verfahren nur 
rekombinante Viren erzeugt und eine Selektion gegen nicht rekombinante Wild- 
typviren uberflussig macht. Die resultierenden Mutanten sind jedoch immer noch 
das Produkt mehrerer Rekombinationsereignisse in eukaryontischen Zellen, die 
schwierig zu kontrollieren sind. Ein korrekter Wiederaufbau des viralen Genoms 
kann nur nach Wachstum und Isolierung der Virusmutante sichergestellt werden. 
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Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, rekombinante Vektoren bereitzu- 
stellen, die es eriauben, das gesamte Genom Oder zumindest die fur die Replika- 
tion und Verpackung notwendigen Teiie des Genoms eines Virus, dessen Genom 
grower als 100 kb, vorzugsweise grofter als 200 kb, ist, in einen Organismus Oder 
eine Zelle einzubringen, dort zu halten und zu vermehren sowie gezielte Veran- 
derungen an den viralen Sequenzen vorzunehmen. 

Diese Aufgabe wird durch einen rekombinanten Vektor gelost, der infektiose 
virale Genomsequenzen mit einer Grdfte von mehr als 100 kb, vorzugsweise von 
mehr als 200 kb, sowie Sequenzen eines Klonierungsvehikels enthalt. Der Aus- 
druck "infektiose virale Genomsequenzen" umfalit im Sinne der Erfindung sowohl 
das gesamte Genom als auch Teile des Genoms eines Virus, die fur die Replika- 
tion und die Verpackung in einem Wirtsorganismus bzw. einer Wirtszelle uner- 
lafilich sind. 

Die infektidsen viralen Genomsequenzen des rekombinanten Vektors gemaft der 
Erfindung konnen von einem DNA-Virus stammen; vorzugsweise stammen sie 
von einem Herpesvirus, wobei besonders das menschliche Cytomegalievirus (ein 
wichtiges Pathogen fur den Menschen) und das Maus-Cytomegalievirus genannt 
werden sollen. Weiterhin eignen sich Genomsequenzen von anderen DNA-Viren 
sowie alle Herpesvirusgenome, wie z.B. Herpes simplex Virus Typ 1 (Grdfte des 
Genoms: 152 kb) und 2 (155 kb) , Epstein-Barr-Virus (172 kb), Varizella Zoster 
(125 kb), humane Herpesviren 6, 7 Oder 8 (HHV6, 159 kb; HHV7, 145 kb; HHV8, 
ca. 160 kb), Herpesviren derTiere, beispielsweise Pseudorabies-Virus 
(ca. 130 kb), Bovine Herpesviren 1 (135 kb), 2 (140 kb), 3 oder 4 (156 kb), und 
das murine Gammaherpesvirus 68 (MHV 68, ca. 140 kb). 

Die im erfindungsgemalien rekombinanten Vektor enthaltenen Sequenzen eines 
Klonierungsvehikels besitzen die Fahigkeit zur DNA-Replikation in geeigneten 
Wirtszellen oder -organismen und dienen als Trager der viralen Sequenzen, die 
passiv mitrepliziert und zusammen mit den Sequenzen des Klonierungsvehikels 
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isoliert und gereinigt werden konnen. Es hat sich herausgestellt, daft eine 
niedrige Kopienzahl des erfindungsgemaften rekombinanten Vektors in der 
Wirtszelle fur die Stabilitat der darin enthaltenen viralen Genomsequenzen vor- 
teilhaft ist. Daher werden a!s Sequenzen eines Klonierungsvehikeis solche 
Sequenzen bevorzugt eingesetzt, die von low-copy-Vektoren stammen. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung leiten sich diese Sequenzen von 
den bekannten Mini-F-Plasmiden von E. colt ab. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
rekombinanten Vektors ist dieser als kunstliches zirkulares Chromosom aus- 
gebildet, vorzugsweise als bakterielles kunstliches Chromosom (BAC), Oder auch 
als kunstliches Hefe-Chromosom (YAC). 

Da der erfindungsgemafce rekombinante Vektor gemaG der Erfindung infektiose 
Genomsequenzen enthalt, kann er nach dem Einbringen in eine geeignete per- 
missive Zelle wie ein Virusgenom repliziert und verpackt werden. Es hat sich 
jedoch herausgestellt, daft durch die auf die Anwesenheit von Sequenzen eines 
Klonierungsvehikeis zuruckzufuhrende Uberlange des Vektors (gegenuber der 
ursprunglichen Lange der viralen Genomsequenzen) die Verpackung der 
Viruspartikel beeintrachtigt wird. Daher ist es vorteilhaft, die Sequenzen des 
Klonierungsvehikeis vor der Replikation und Verpackung der viralen Genom- 
sequenzen aus dem rekombinanten Vektor zu entfernen. Zu diesem Zweck sieht 
die Erfindung in einer Ausfuhrungsform vor, daft die Sequenzen des Klonie- 
rungsvehikeis von identischen Sequenzabschnitten flankiert sind, die das 
Herausschneiden der Sequenzen durch homologe Rekombination ermoglichen. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaften Vektors sind die Sequenzen des Klonierungsvehikeis von Erkennungs- 
sequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen und/oder von Restriktions- 
schnittstellen flankiert, die im restlichen Vektor nicht vorkommen. Zum Erhalt von 
infektiosen viralen Genomsequenzen, die frei von Sequenzen des Klonierungs- 
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vehikels sind, werden diese durch eine Rekombinase, wie z.B. die Rekombinase 
FLP, und/oder durch ein Restriktionsenzym herausgeschnitten. Besonders 
bevorzugt sind rekombinante Vektoren, bei denen die Erkennungssequenzen fur 
sequenzspezifische Rekombinasen loxP-Stellen sind, die durch die Rekombinase 
Cre erkannt und geschnitten werden. Gegebenenfalls konnen die zu kio- 
nierenden viralen Genomsequenzen zunachst in eine geeignete Zelle einge- 
bracht werden, wenn die sie enthaltende Zelle fur die Kionierung ungeeignet sein 
sollte. 

Vorzugsweise enthalt der erfindungsgemafte Vektor Selektions- und/oder 
Markergene, beispielsweise gpt, das Hygromycin-Resistenz-Gen, das Neomycin- 
Resistenz-Gen, das green-fluorescent-Protein oder das lacZ-Gen, um die Selek- 
tion (Anreicherung) bzw. Identifikation (z.B. durch Farbetechniken) von rekombi- 
nante Vektoren enthaltenden Zellen zu erleichtern. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Zellen, die einen rekombinanten 
Vektor der oben beschriebenen Art enthalten. 

Ferner ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungs- 
gemaRen rekombinanten Vektors bereitzustellen, das die Kionierung grower, 
moglichst vollstandiger, auf jeden Fall aber infektioser (d.h. replikationsfahiger) 
viraler Genomsequenzen in eukaryontischen Zellen mit moglichst wenigen 
Rekombinationsschritten erlaubt, und bei dem eine wiederholte Isolierung und 
Selektion der Rekombinanten nicht erforderlich ist. 

Diese Aufgabe wird gemafc der vorliegenden Erfindung durch ein Verfahren 
gelost, das folgende Schritte umfafct: 

a) Einbringen einer Sequenz (1), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, in eine Zelle, die infektiose virale Genomsequenzen enthalt, und 
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b) Rekombinieren der Sequenz (1) aus Schritt a) mit den viralen Genomsequen- 
zen, vorzugsweise uber homologe Rekombination, zum Erhalt eines rekombinan- 
ten Vektors. 

Das Verfahren ist insbesondere zur Klonierung solcher Genomsequenzen geeig- 
net, die grower als 100 kb (vorzugsweise groBer als 200 kb) sind, es kann jedoch 
auch zur Klonierung kteinerer DNA-Fragmente eingesetzt werden. Beispiele fur 
virale Genomsequenzen, die nach dem Verfahren gemaft der Erfindung mit der 
Sequenz (1) rekombiniert werden konnen, schlieften die Genome der Herpes 
simplex Virus Typ 1 (Grofce des Genoms: 152 kb) und 2 (155 kb), des Epstein- 
Barr-Virus (172 kb), des Varizella Zoster-Virus (125 kb), der humanen Herpes- 
viren 6, 7 Oder 8 (HHV6, 159 kb; HHV7, 145 kb; HHV8, ca. 160 kb), der Herpes- 
viren derTiere, beispielsweise Pseudorabies-Virus (ca. 130 kb), Bovine Herpes- 
viren 1 (135 kb), 2 (140 kb), 3 Oder 4 (156 kb), und des murinen Gammaherpes- 
virus 68 (MHV 68, ca. 140 kb) ein. Die homologe Rekombination zwischen den 
viralen Sequenzen und der Sequenz (1) kann beispielsweise dadurch 
herbeigefuhrt werden, daft die Sequenz (1) Abschnitte enthalt, die homolog zu 
den zu klonierenden viralen Genomsequenzen sind. 

Vorzugsweise werden als Wirtszellen fur den Schritt a) eukaryontische Zellen 
verwendet, beispielsweise Saugerzellen, Insektenzellen oder Hefezellen, wobei 
insbesondere primare Fibroblasten vom Menschen (z.B. humane Vorhaut- 
fibroblasten (HFF)), NIH3T3-Fibroblasten (ATCC CRL1658) oder Maus- 
Fibroblasten verwendet werden konnen. Zum Einbringen der Sequenz (1) werden 
Wirtszellen ausgewahlt, die fur das jeweilige Virus permissiv sind, d.h. Zellen, die 
die Fahigkeit besitzen, das Wachstum dieses Virus zu unterstutzen. Die Einbrin- 
gung der Sequenz (1) in die eukaryontische Zelle erfolgt durch ein Calcium- 
phosphat-Prazipitations-, Elektroporations- oder Lipofektionsverfahren oder 
mittels anderer Verfahren nach dem neuesten Stand der Technik. Die Sequenz 
(1) kann ebenfalls durch einen viralen Vektor in die Zelle eingebracht werden. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
Herstellungsverfahrens wird als Zeile in Schritt a) ein bakterieller Organismus, 
vorzugsweise E. coli, verwendet. Das Einbringen der Sequenz (1) kann 
beispielsweise durch Eiektroporation oderjedes andere im Stand der Technik 
bekannte Verfahren geschehen. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines rekombinanten Vektors der 
oben beschriebenen Art zur Mutagenese der darin enthaltenen infektiosen vira- 
len Genomsequenzen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren bereit- 
zustellen, mit dem Veranderungen an den im erfindungsgemalien Vektor enthal- 
tenen viralen Genomsequenzen vorgenommen werden konnen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Mutageneseverfahren gelost, das folgende Schritte 
umfaftt: 

A) Einbringen des rekombinanten Vektors in eine bakterielle Wirtszelle oder in 
Hefe; und 

B) Mutagenisieren der viralen Genomsequenzen. 

Die Mutagenese kann gezielt durch homologe Rekombination mit in der bakteriel- 
len Wirtszelle oder Hefe enthaltenen DNA-Molekulen (z.B. als Shuttle-Plasmid) 
erfolgen, die die Mutation tragen, oder ungezielt ("random"), z.B. durch Transpo- 
son-Mutagenese. Unter "Mutagenese" im Sinne der Erfindung versteht man die 
Einfuhrung jeder mdglichen Veranderung des genetischen Materials, beispiels- 
weise Deletionen, Insertionen, Substitutionen oder Punktmutationen. 

Das erfindungsgemafie Mutageneseverfahren ist deswegen vorteilhaft, weil die 
Veranderungen in der bakteriellen Wirtszelle oder in Hefe ohne Selektionsdruck 
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erfolgen: Es konnen also auch Mutationen in das Genom eingefugt werden, die 
einen Wachstumsnachteil (oder sogar einen letalen Phanotyp) fur die Mutante 
zur Folge haben konnen. Bisherige Mutagenese-Verfahren fur Herpesviren 
erlauben dies entweder gar nicht oder nur mit betrachtlichem Aufwand. Auf die 
spateren Eigenschaften der Virus-Mutante mufc zunachst bei der Mutagenese 
keine Rucksicht genommen werden, da Herstellung des mutanten Genoms und 
Herstellung bzw. Charakterisierung der Virus-Mutante getrennte Prozesse sind. 

Eine Transposon-Mutagenese klonierter Herpesvirus-Genome ist nutziich zur 
einfachen und effizienten Herstellung einer graven Anzahl von Mutanten, die u.a. 
fur Screening-Verfahren dienen konnen. Durch eine saturierte Mutagenese lalit 
sich eine urnfassende Sammlung ('library") mit Mutationen in alien Genen und in 
alien regulatorischen Sequenzen generieren. 

In einer vorteilhaften Durchfuhrungsform des erfindungsgemafcen Mutagenese- 
verfahren ist der rekombinante Vektor nach einem der oben beschriebenen Her- 
stellungsverfahren erhaltlich. 

Die Erfindung betrifft ferner einen rekombinanten Vektor, der infektiose, durch ein 
Mutageneseverfahren wie oben beschrieben veranderte virale Genomsequenzen 
mit einer GroRe von mehr als 100 kb, vorzugsweise mehr als 200 kb, sowie 
Sequenzen eines Klonierungsvektors enthalt. 

Das Einbringen des mutagenisierten Vektors in permissive Zellen fuhrt aus- 
schlielilich zur Bildung von einheitlichen Virus-Mutanten, da die eingebrachten 
Vektoren klonal sind d.h. sich auf eine bakterielle Zelle (Klon) bzw. auf ein 
Vektor-Molekul zuruckfuhren lassen. Nachtragliche, in der Regel muhsame und 
langwierige Selektions- oder Anreicherungsverfahren fur Mutanten - ein typischer 
Bestandteil bisheriger Mutagenese-Verfahren fur grofte Virusgenome - sind des- 
halb nicht notwendig. 
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Sowohl mutagenisierte als auch nicht mutagenisierte rekombinante Vektoren 
gemaG. der Erfindung eignen sich als Medikament, vorzugsweise zur Durchfuh- 
rung von somatischer Gentherapie, oder als Impfstoff. 

Als Anwendungsmoglichkeiten fur die erfindungsgemaften Vektoren und Verfah- 
ren kommen unter anderem in Betracht: 

- Charakterisierung von viralen Genen bzw. Funktionen und Proteinen z.B. mit 
dem Ziel essentielle Virus-Strukturen zu identifizieren, um Hemmstoffe 
(Medikamente) gegen Viren entwickeln zu konnen. 

- Herstellung einer CMV-Vaccine bzw. auf CMV-basierende Vaccine gegen 
andere Krankheitserreger (Attenuierung des Virus durch Deletion von Genen, 
und Insertion von Genen, die fur Antigene kodieren). 

- Herstellung von Vektoren fur die Gentherapie (Deletion von viralen Genen, 
Austausch gegen therapeutisch nutzliche Trans-Gene). 

Im folgenden werden die angefugten Zeichnungen beschrieben: 

Fiqur 1 zeigt eine Strategie zur Klonierung und Mutagenese eines groften Virus- 
genoms unter Anwendung der erfindungsgemafSen Herstellungs- und Mutagene- 
severfahren. 

(A) Ein grolies virales Genom und ein Rekombinationsplasmid mit bakteriellen 
Vektorsequenzen wurden in eukaryontische Zellen eingebracht, um eine rekom- 
binante DNA (BAC) zu erzeugen. Dies kann durch verschiedene Verfahren erfol- 
gen, z.B. Infektion, Transfektion, Elektroporation usw. Zirkulare DNA wurde aus 
den infizierten Zellen isoliert und in E. coli ubertragen. (B) Eine Mutagenese des 
BAC wurde in E. coli durch homologe Rekombination mit einem mutanten Allel 
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durchgefuhrt, und das mutierte BAC wurde in eukaryontische Zellen transfiziert, 
um rekombinante Virus-Genome bzw. Viren zu rekonstituieren (C). 

Fiqur 2 zeigt die Herstellung und den Aufbau der MCMV kunstlichen bakteriellen 
Chromosome (BACs) pSM3 (a) und pSM4 (b) und die Genomstruktur der abgelei- 
teten rekombinanten Viren MC96.73 und MC96.74. Die EcoRI-Restriktionskarte 
des rechten terminalen Endes des Genoms des MCMV-Stamms Smith ist oben 
dargestellt. Die Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 enthalten 2.2 und 6.6 
kb flankierender MCMV homologer Sequenzen (wei&e Kasten), den BAC-Vektor 
(grau) und das gpt-Gen (schraffiert), flankiert von loxP-Stellen (schwarz). Die 
Eco-RI-Restriktionskarte der BACs pSM3 und pSM4 ist darunter dargestellt. Die 
terminalen EcoRI-Fragmente des MCMV-Genoms sind in den BAC-Plasmiden 
pSM3 und pSM4 fusioniert, was zu neuen Fragmenten von 22,9 bzw. 24,3 kb 
fuhrt Die linearen Genome der rekombinanten Viren MC96.73 und MC96.74 ent- 
halten terminale EcoRI-Fragmente mit einer Lange von 12,3 bzw. 13,7 kb. 
Zusatziiche Restriktionsenzymstellen sind mit BamHI (B), Hindlll (H) und Sfii (S) 
angegeben. 



Figur 3 zeigt die Strukturanalyse der kunstlichen bakteriellen Chromosome 
(BACs) pSM3 und pSM4 (a) und der rekonstituierten Virusgenome (b, c). (a) 
Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel von EcoRI-verdauten BACs, die aus 
E. co//'-Kulturen isoliert wurden (Spuren pSM3 und pSM4) und von Wildtyp- 
MCMV-DNA, isoliert aus gereinigten Virionen (Spur wt). (b) Restriktions- 
enzymanalyse der viralen MC96.73- und MC96.74-Genome. Die BACs pSM3 und 
pSM4 wurden in Maus-Embryonenfibroblasten transfiziert und der Uberstand der 
transfizierten Zellen wurde verwendet, um neue Zellen zu infizieren. Die DNA, die 
aus den infizierten Zellen isoliert wurde und Wildtyp-MCMV-DNA wurde mit 
EcoRI verdaut und durch Elektrophorese auf 0,6 % Agarosegelen 14 Stunden 
aufgetrennt. Die EcoRI-O(O) und die Vektorfragmente (v) sind angegeben und 
die Grofte der zusatzlichen Banden ist links gezeigt. (c) Auftrennung der EcoRI- 
Fragmente, die in (b) dargestellt sind, nach Elektrophorese fur 28 Stunden. 
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Fiqur 4 zeigt die Konstruktion der MCMV-ie1-Mutante MM96.01 (a), die Struktur- 
analyse des mutierten kunstlichen bakteriellen Chromosoms (BACs) (b) und des 
Genoms der ie1 -Mutanten MM96.01 (c). (a) Die HindlH-Schnittstelle zwischen 
den Hindlll-K- und -L-Fragmenten des Genoms des MCMV-Stamms Smith (oben) 
wurde unter Verwendung des EcoRI-Hpal-Fragments (sGhraffierter Bereich) 
durch Mutagenese entfernt. Die Exon-lntron-Struktur der ie1- und ie3-Gene ist 
angezeigt und die proteinkodierenden Sequenzen sind als schraffierte Kastchen 
dargestellt. Die Mutation fuhrt zu einer Rasterverschiebung nach 273 Codons 
und der Bildung eines neuen Stoppcodons nach zusatzlichen 9 Codons (schwar- 
zer Kasten). Der offene Kasten bezeichnet den Teil des offenen ie1-Leserah- 
mens, der im mutierten Virus nicht translatiert wird. (b) Ethidiumbromid-gefarbtes 
Agarosegel des mit Hindlll verdauten Eltem-BACs pSM3 und des mutierten BACs 
pSMiel. (c) Hindlll-Muster der Genome des rekombinanten Virus MC96.73 und 
des ie1 -Mutanten MM96.01. Das Hindlll-K- und -L-Fragment und das neue 15,2 
kb-Fragment sind links angegeben und die Grdfte einiger Hindlll-Fragmente ist 
am rechten Bildrand angegeben. 

Figur 5 zeigt die Abwesenheit von pp89 in Zellen, die mit dem ie1 -Mutanten 
MM96.01 infiziert sind. Embryonale Maus-Fibroblasten (MEF) waren entweder 
nicht infiziert, infiziert mit dem rekombinanten Virus MC96.73 oder mit der ie1- 
Mutanten MM96.01 in Gegenwart von Cycloheximid (50 ug/ml) fur 3 Stunden, urn 
eine selektive Expression der immediate-early Proteine zu erzielen (16). Nach 
Entfernung des Cycloheximids wurde Actinomycin D (5 ug/ml) hinzugefugt und 
die Proteine wurden mit 35 S-Methionin (1200 ci/mmol) fur zusatzliche 3 Stunden 
markiert. Die Lyse der Zellen und Immunoprazipitationen wurden wie beschrie- 
ben durchgefuhrt (28) unter Verwendung von Antiserum 3/1 , das gegen den C- 
Termius des ie1 -Proteins pp89 gerichtet war (a) und des ie1/ie3-spezifischen 
Antipeptidserums b5-1 (b) (16,28). Eine lange Belichtung des Autoradiogramms 
(b) ist in (c) dargestellt. 
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Fiojjr6 zeigt eine Strategie zur Rekonstitution des kompletten MCMV-Genoms in 
E. colt und Exzision der Vektorsequenzen nach Transfektion des MCMV-BAC- 
Vektors in permissive Zellen, wie im Beispiel 3 beschrieben. 

Rgur7 zeigt die Restriktionsenzymanalyse der kunstlichen bakteriellen Chromo- 
some (BACs) pSM3 und pSM3FR. Die aus E. co//-Kulturen isolierte BACs 
wurden mit EcoRI verdaut und die resultierenden DNA-Fragmente durch Elektro- 
phorese auf Agarosegel aufgetrennt. Die EcoRI-O- und die EcoRI-Z-Banden sind 
angegeben und die GrdfJe der in pSM3FR fehlenden Bande wird links gezeigt. 

Figur 8 z ei 9t die Restriktionsenzymanalyse der viralen MW97.01- und Wildtyp- 
MCMV-Genome. Der BAC-Vektor pSM3FR wurde in permissive embryonale 
Fibroblasten (MEF) eingebracht. Nach mehreren Passagen wurde die virale DNA 
aus den infizierten Zellen des Stamms MW97.01 isoliert und mit EcoRI verdaut. 
Die resultierenden DNA-Fragmente wurden durch Elektrophorese in Agarose- 
gelen aufgetrennt. Als Vergleich dient das mit EcoRI verdaute Wildtyp-MCMV- 
Genom. 

Fiour 9 zeigt die Uberlebensraten von neugeborenen Mausen, die mit MW97.01 
bzw. MCMV wt Smith infiziert wurden. 

Fiour 10 zeigt die Strategie zur Klonierung des Genoms des murinen Gamma- 
herpesvirus 68 als infektioses bakterielles kunstliches Chromosom (BAC) in 
E. coli, wie im Beispiel 4 beschrieben. 

F '3ur 1 1 zeigt die Restriktionsenzymanalyse des MHV 68-BAC-Vektors und des 
rekonstituierten MHV 68-Genoms. Der BAC-Vektor und das aus infizierten Zellen 
isolierte virale Genom wurden mit EcoRI verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. 
Als Vergleich dient das mit EcoRI verdaute Wildtyp-MHV 68-Genom. 
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Fiaur 12 zeigt einen Vergleich der Wachstumskinetik von MHV-Wildtyp-Virus und 
MHV 68-BAC-Virus. BHK-21 -Zellen wurden mit einer moi von 0,01 infiziert und 
der Anstieg des Virus-Titers wahrend der folgenden 4 Tage bestimmt. 

Figur 13 zeigt die Klonierung des Genoms des HCMV-Laborstamms AD169 als 
infektidses bakterielles kunstiiches Cromosom (BAC). 

Figur 14 zeigt zwei unterschiedliche isomere Formen des HCMV-BAC-Genoms, 
pHB5 und pHB8. 

Figur 15 zeigt die Restriktionsenzymanaiyse der BAC-Vektoren pHB5 und pHB8. 
Beide Vektoren wurden mit Hindi II verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. 

Figur 16 zeigt die Restriktionsenzymanaiyse der Wildtyp-HCMV- und pHB5- 
Genome. Die virale DNA wurde aus infizierten Zellen isoliert und mit EcoRI 
verdaut. Anschliefiend wurden die resultierenden DNA-Fragmente in Agarosegel 
aufgetrennt. Der Pfeil zeigt die zusatzliche 2 kb-EcoRI-Bande im pHB5-Genom. 

Figur 17 zeigt die in Beispiel 6 beschriebene Strategie zur Mutagenese des 
HCMV-BAC-Vektors pHB5. 

Figur 18 zeigt den Shuttle-Vektor pST76K_SacB, ein Derivat des pST76K- 
Vektors. 

Figur 19 zeigt eine Strategie zur Mutagenese des CMV-BAC-Vektors in E. coli. 

Figur 20 zeigt die Restriktionsenzymanaiyse der rekombinanten Vektoren pHB5, 
pHB 98/1 und pHB/FLP. Die isolierte DNA wurde mit EcoRi verdaut und in Aga- 
rosegel aufgetrennt. 
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Fiaur 21 zeigt die in Beispiel 7 beschriebene Strategie zur direkten Transposon- 
Mutagenese des infektidsen MCMV-BAC-Vektors. (a) zeigt den pST76A- 
TnMax8-Vektor, der durch Ligation des mit Pstl linearisierten pST76-A-Vektors 
mit dem pTnMax8 entsteht. (b) zeigt schematisch die Induktion der Transposition 
in dem pST76A-TnMax8-Vektor. 

Fiaur 22 zeigt die Restriktionsstelle des Transposons in dem MCMV-Kn5-Klon. 

Fiour 23 zeigt in (a) eine Restriktionsenzymanalyse der Wildtyp-MCMV- und 
MCMV-Kn5-Genome. Die aus den infizierten Zellen isol'terte DNA wurde mit 
Hindlll verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. (b) zeigt die Ansequenzierung des 
Klons MCMV-Kn5 mit Primern, die an den Enden des Transposons binden. Die 
erhaltene Sequenz wird der MCMV-Sequenz gegenubergestellt 

Fiaur 24 eine Restriktionsenzymanalyse verschiedener Toledo-BAC-Klone. Die 
Toiedo-BAC-Vektoren wurde mit EcoRI verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. 
Als Vergleich dient das mit EcoRI verdaute Toiedo-Wildtyp-Genom. 

Fiaur 25 zeigt eine Restriktionsenzymanalyse verschiedener Toledo-BAC-Klone 
mit zwei unterschiediichen Restriktionsenzymen. Die ersten funf Spuren links 
zeigen das Hindi ll-Spaltmuster des aus den verschiedenen Kionen isolierten 
Toledo-BAC-Vektors, die letzten funf Spuren (rechts) das Xbal-Spaltmuster. 

Im folgenden wird die Erfindung im Hinblick auf die Beispiele und Figuren im ein- 
zelnen beschrieben. 

Beispiel 1 : Klonierung von MCMV-Genomsequenzen als infektidses bakterielles 
kunstliches Chromosom (BAC) in E. coli 



Herstellung der Viren und Zellen 
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Die Vermehrung von MCMV (Stamm Smith, ATCC VR-194, ATCC, Rockville, 
Md.) in BALB/c embyonalen Maus-Fibroblasten (MEF-) und NIH3T3-Fibroblasten; 
(ATCC CRL1658) wurde bereits fruher beschheben (14,15). Rekombinante Viren 
wurden entsprechend veroffentlichten Arbeitsvorschriften erzeugt (8, 9, 15). Urn 
die Virusnachkommenschaft aus kunstlichen bakterielten Chromosomen (BACs) 
herzustellen, wurden BACs (ca. 0,5-1 ug) in MEF transfiziert, indem das Calcium- 
phosphat-Prazipitationsverfahren verwendet wurde, wie beschheben in (15, 16). 

Isoiierunq viraler DNA und von BACs 

Plasmidklonierungen wurden nach Standardverfahren durchgefuhrt (20). Restrik- 
tionsenzyme wurden bei New England Biolabs (Bevety, MA) gekauft. Wildtyp- 
MCMV-DNA wurde aus Virionen hergestellt und Gesamt-Zell-DNA wurde aus 
infizierten Zellen isoliert, wie bereits fruher beschheben (14, 17). Zirkulare Virus- 
DN A wurde durch das Verfahren von Hirt (18) isoliert und in elektrokompetente 
E. co//-DH10B-Stamme elektroporiert (19). BACs wurden aus E. co//-Kulturen 
unter Verwendung eines alkalischen Lyseverfahrens isoliert (20) und durch 
Prazipitation mit Polyethylenglycol gereinigt (20). 

Plasmide und Mutaqenese 

Fur die Konstruktion der Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 wurde ein 1 7 
kb-Hindlll-BamHI-Subfragment des MCMV-Hindlll-E'-Fragments (17) in 
pACYC177 (21) subkloniert. Die EcoRI-Fragmente O, b, f und g innerhalb des 
Hindlll-E'-Fragments (14, siehe Figur 2), wurden deletiert und ein EcoRI-Notl- 
Adapter wurde hinzugefugt, um das Plasmid pHE'AE zu erzeugen. Das E. coli- 
Guaninphosphoribosyltransferase(gpt)-Gen, gesteuert von dem Herpes simplex - 
Thymidinkinase-Promotor und gefolgt von der SV40 fruhen Polyadenylierungs- 
stelle wurde auf einer Seite mit einer Tandem-loxP-Stelle flankiert und dann ein- 
schliefilich der Tanden-loxP site als Nsil-BamHI-Fragment in das Plasmid pKSO, 
einem Derivat des BAC-Vektors pBAC108L (19) mit modifiziertem Polylinker 
(Pmel-Nsil-Pacl-BamHi-Pmel-AscI), kloniert. Das entstandene Plasmid pKSO-gpt 
wurde dann zwischen den loxP-Stellen mit einem 540 bp grofien Haelll-Fragment 
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aus pBR322 (Nukieotide 1928 - 2488) versehen, urn spater eine Mobilisierung 
des MCMV-BAC-Plasmids uber das pBR322 mob-Element zu ermoglichen. 
Schliefclich wurde das resultierende Plasmid IIBAC mit Notl neben einer der 
beiden loxP-Stellen liriearisiert und in die einzige Notl-Stelle des Plasmids 
pHE'AE inseriert. pRP2 und pRP3 unterscheiden sich in der Orientierung der 
IIBAC-Sequenz (Figur 2). 

Um das Mutageneseplasmid pMieFS zu konstruieren, wurde ein 7,2 kb Hpal- 
EcoRI-Fragment (Figur 4a) des Plasmids plE1 1 1 (23) in das Plasmid pMB096 
(24) inseriert, und die Hindlll-Stelle des Inserts wurde durch Behandlung mit der 
Klenow-Polymerase aufgefullt und zerstdrt. Die Mutagenese des MCMV-BACs 
wurde durch homologe Rekombination in dem E. co//-Stamm CBTS (25) ent- 
sprechend verdffentlichten Arbeitsvorschriften (24, 25) durchgefuhrt. 

Konstruktion rekombinanter MCMV 

Rekombinante Viren wurden entweder durch Kotransfektion von viraler DNA und 
dem iinearisierten Rekombinationsplasmid, wie vorher beschrieben (8, 15), Oder 
durch Elektroporation des Rekombinationsplasmids in NIH3T3-Zellen unter Ver- 
wendung des BioRad Genpulsers (250 V, 960 uF), gefolgt von einer Superinfek- 
tion mit MCMV 8 Stunden spater, erzeugt. Rekombinante Viren wurden mit 
Mycophenoisaure und Xanthin entsprechend veroffentlichter Arbeitsvorschriften 
(9) selektiert. 

Isolierung viraler DNA 

Wildtyp-MCMV-DNA wurde aus Virionen hergestellt und durch CsCI-Gradienten- 
zentrifugation gereinigt, wie vorher beschrieben (14). Fur eine Charakterisierung 
der rekonstituierten Genome wurde die Gesamtzell-DNA aus infizierten Zelien 
isoliert. Die Zellen wurden durch Trypsinierung geerntet, gefolgt von einer Zentri- 
fugation bei 800 g fur 5 Minuten und in 50 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 0,5 
% SDS und 0,5 mg/ml Proteinase K lysiert. Nach 12-stundiger Inkubation bei 
56°C wurde die DNA zweimal mit Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (50:48:2) 
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extrahiert und mit Ethanol ausgefallt. Die DNA-Fragmente wurden durch Elektro- 
phorese auf einem 0,6 % Agarosegel aufgetrennt, wie vorher beschrieben (14). 

Zirkulare Virus-DNA wurde durch das Verfahren von Hirt (18) isoliert. Infizierte 
Zellen aus 60 mm Gewebekulturschale wurden in 1 ml Puffer A lysiert (0,6 % 
SDS, 10 mM EDTA pH 7,5) und 0,66 ml 5 M NaCl wurden hinzugefugt, gefolgt 
von einer Inkubation bei 4°C fur 24 Stunden. Die Probe wurde bei 1 5000 g bei 
4°C 30 Minuten zentrifugiert, der Oberstand wurde mit Phenol extrahiert und die 
DNA wurde mit Ethanol ausgefallt. Die DNA wurde wieder in 30 ul TE gelost (10 
mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA) und gegen TE dialysiert. 10 ul der DNA wurden 
in eiektrokompetente- E. co//-DH10B elektroporiert, unter Verwendung eines 
BioRad Genpulsers (2,5 kV, 25 uF, 400 Ohm). Die Transformanten wurden auf 
Agarplatten selektiert, die 12,5 pg/ml Chloramphenicol enthielten. 

Isolieruno von BACs und Rekonstitution von rekombinanten Viren 
BACs wurden aus 100 ml Kulturen isoliert, die uber Nacht bei 37°C in Gegenwart 
von 12,5 ug/ml Chloramphenicol angezuchtet worden waren, unter Verwendung 
des alkalischen Lyseverfahrens (20). Die Plasmid-DNA wurde weiter durch 
Prazipitation mit Polyethylenglycol gereinigt (20). Ein Zehntel der isolierten Plas- 
mide (ungefahr 0,5 bis 1 ug) wurde zur Analyse durch Restriktionsenzymspaltung 
Oder fur eine Rekonstitution der Virusnachkommenschaft durch Calcium- 
phosphattransfektion in MEF verwendet. 

Metabolische Markierunq und Immunoorazipitation 

Eine selektive Expression von wt oder mutiertem MCMV immediate-early Protei- 
nen wurde durch Infektion von MEF in Gegenwart von Cycloheximid (50 ug/ml) 
erreicht, das 3 Stunden spater durch Actinomycin D (5 ug/ml) ersetzt wurde. 
Dann wurden Zellen mit [35S]-Methionin (1200 Ci/mmol; Amersham, Braun- 
schweig, Deutschland) fur zusatzliche 3 Stunden markiert. Die Zellen wurden 
lysiert und Immunprazipitationen wurden unter Verwendung des Antipeptid- 
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serums b5/1 (28, 16) und des Antiserums 3/1, das gegen den C-Terminus des 
ie1 -Proteins pp89 gerichtet ist, durchgefuhrt. 

Strateqie zur Klonierunq und Mutaqenese des MCMV-Genoms 
Die bekannten Verfahren zur Manipulation von CMV-Genomen und anderen 
grofien Virusgenome sind nur begrenzt anwendbar bzw. erfoigreich, da sie auf 
homologer Rekombination in eukaryontischen Zellen basieren. Urn das MCMV- 
Genom und andere grofce Virusgenome einer Mutagenese besser zuganglich zu 
machen, wurden infektiose kunstliche bakterielle Chromosomen (BAC) des 
MCMV in E. coli erzeugt. Die in Figur 1a dargestellte Strategie wurde zur Klonie- 
rung des MCMV-Genoms verwendet, da Herpesviren ihr Genom nach dem Ein- 
tritt in die Zelle zirkuiarisieren (6, 26) und da plasmidahnliche zirkuiare Interme- 
diate fruh im Replikationszyklus von Herpesviren auftreten (27). In einem ersten 
Schritt wurde ein rekombinantes Virus erzeugt, das einen bakteriellen Vektor 
integriert in seinem Genom enthielt. Nach Selektion des rekombinanten Virus 
unter Verwendung des Selektionsmarkers Guaninphosphoribosyltransferase(gpt) 
(9) (auch andere Selektionsmarker, wie z.B. das Neomycin-, Hygromycin- Oder 
Puromycin-Resistenzgen, sind ebenfails dafur geeignet) haufen sich zirkuiare 
Intermediate in infizierten Zellen an. Nach Isolierung und Elektroporation der 
zirkularen Intermediate in £. coli ist das CMV-BAC der gesamten Gentechnolo- 
gie zuganglich, die in Verbindung mit E. coli verwendet wird. Die Transfektion 
des mutierten BACs in eukaryontische Zellen sollte schliefclich virale Mutanten 
rekonstituieren (Figur 1 ). 

Erzeuqunq rekombinanter Viren und BACs 

Wir konnten bereits fruher zeigen, daft ein grofcer Bereich am rechten terminalen 
Ende des MCMV-Genoms nicht essentiell fur die Replikation in vitro ist (18). 
Daher wurde dieser Bereich fur eine Integration des BAC-Vektors und des Selek- 
tionsmarkers gpt (Figur 2) gewahlt. Urn zu untersuchen, ob die Integration des 
BAC-Vektors in das virale Genom in beiden Orientierungen mdglich war, wurden 
zwei unterschiedliche Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 hergestellt 



WO 99/06582 



PCT/EP98/04816 



19 



(Figur 2). Fur die Herstellung des BAC-haltigen Virusgenoms wurde das rekom- 
binante Virus AMC95.21 verwendet, das eine lacZ-lnsertion im EcoRI-O-Frag- 
ment seines Genoms aufweist. Dies ermoglichte die Identifizierung von Integra- 
tionsereignissen, indem ein Screening auf weifce Plaques nach Farbung mit 5- 
Brom-3-chlorindolyl-|3-galactopyranosid (X-Gal) durchgefuhrt wurde. Rekombi- 
nante Viren mit integrierten Vektorsequenzen wurden unter Verwendung des gpt- 
Markers angereichert. Schliefilich wurde eine zirkulare Virus-DNA aus infizierten 
Zellen isoliert und in E. coli elektroporiert. 



Eine hohe Prozentzahl bakterieller Klone (ca. 80%) enthielten die erwarteten 
vollstandigen Plasmide. Im Vergleich mit aus MCMV-Virions isolierter DNA ent- 
hielten die BACs pSM3 und pSM4 zusatzliche EcoRI-Fragmente mit einer Lange 
von 22,9 bzw. 24,3 kb (Figur 3a), abhangig von der Orientierung des integrierten 
Vektors (Figur 2). Die zusatzlichen Banden ergaben sich aus der Fusion der 
terminalen EcoRI-Fragmente, was die zirkulare Natur der BACs (Figur 2) 
anzeigte; wie erwartet fehlt das 5,7 kb-EcoRI-O-Fragment in den BACs (siehe 
Figur 2 und 3a), und die Vektorsequenzen fuhrten zu einer Doppelbande bei 6,4 
kb (als v in Figur 3a bezeichnet). Bei dem BAC pSM3 war das 2,5 kb-EcoRI Z- 
Fragment um 1 ,4 kb der gpt- und Vektorsequenzen vergrdfcert, was zu einem 
3,85 kb-Fragment fuhrte (Figur 3, Bande pSM3). Eine Southern-Blot-Analyse und 
Charakterisierung der BACs mit Restriktionsenzymen Hindlll, Xbal und BamHI 
(Daten nicht dargestellt) bestatigten die erfoigreiche Klonierung des gesamten 
Genoms dieser MCMV-Rekombinanten in E. coli. 



Rekonstituierunq (Wiederherstellunq) der Virusnachkommenschaft aus MCMV- 
BACs 

Die Transfektion der BACs pSM3 und pSM4 in embryonale Maus-Fibroblasten 
fuhrten zu der Entwicklung von Plaques. Neue Zellen wurden mit dem Uberstand 
von pSM3 und pSM4 transfizierten Zellen infiziert. Gesamtzell-DNA wurde 
isoliert, als die Zellen einen vollstandigen cytopathischen Effekt zeigten. Die 
EcoRI-Spaltung der isolierteh DNA fuhrte zu einem ahnlichen Muster wie die 
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Spaltung der BACs pSM3 und pSM4 (vgl. Banden MC96.73 und MC96.74 in 
Figur 3b und Banden pSM3 und pSM4 in Figur 3a). DNA, die aus infizierten 
Zellen isoliert wird, enthalt zirkulare, konkatemare und lineare virale DNA, die 
bereits in Kapside verpackt war. Daher war die Menge der 22,9 und 24,3 kb- 
Fragmente, die sich aus der Fusion der terminaien EcoRI-Fragmente ergab, 
submolar (Figur 3b, Banden MC96.73 und MC96.74). Aufterdem tauchten die 
terminaien EcoRI-Fragmente, die von linearen Genomen abstammten, wieder 
auf. Das terminale EcoRI-Fragment F (12,3 kb) wurde in dem Genom der 
Rekombinanten MC96.73 wie auch im Wildtyp MCMV entdeckt (Figur 3c, Spuren 
MC96.73 und wt). Bei der Rekombinanten MC96.74 war das terminale EcoRI- 
Fragment F urn eine 1 ,4 kb-Vektorsequenz (siehe Figur 2b) vergrofcert, was zu 
einer Doppelbande bei 13,7 kb fuhrte (Figur 3c, Spur MC96.74). Verdau mit den 
Restriktionsenzymen BamHI und Xbal ergab alle erwarteten Banden (Daten nicht 
dargestellt). Damit wurde erreicht, daS CMV-Rekombinanten aus einem groGen 
Plasmid ohne irgendeine. Manipulation vor der Transfektion hergestellt werden 
konnen. 

Beispiel 2: Konstruktion einer MCMV-ie1-Mutanten durch homologe Rekombina- 
tion in E. coll 

Urn die Wirksamkeit der gezielten Mutagenese in E. coli zu uberprufen, wurde 
eine kleine Mutation in die (immediate-early) (IE) Region des MCMV-Genoms 
eingefuhrt. Mindestens zwei alternativ gespleifcte Transkripte ergeben sich aus 
der IE-Region (Figur 4a), die das 89 kDa-ie1 -Protein und das 88 kDa-ie3-Protein 
kodieren (16). Aufgrund der komplexen Struktur der ie1/ie3-Transkriptionseinheit 
ist die Unterbrechung des ie1-Gens durch konventionelle Rekombinationsverfah- 
rens vermutlich schwierig zu erreichen, ohne daft die Expression des ie3-Gens 
beeinfluftt wird. Daher war nicht bekannt, ob das MCMV-ie1 -Protein fur die Virus- 
replikation essentiell ist. Urn den ie1 -Leserahmen (595 Kodons) zu unterbrechen, 
wurde eine Leserahmen-Mutation an einer Hindlll-Stelle in Exon 4 des ie1-Gens 
eingefuhrt. Die Mutation beendete den ursprungiichen Leserahmen nach Kodon 
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273 und erzeugte ein neues Stoppkodon nach zusatzlichen 9 Kodons (Figur 4a). 
Die Mutation wurde auf einem 7,4 kb-EcoRI-Hpal-Fragment (Figur 1a) konstruiert 
und anschlieliend auf das BAC pSM3 durch homologe Rekombination in £. coli 
unter Verwendung einer zweistufigen Austauschstrategie ubertragen (24, 25). 
Das Mutageneseverfahren fuhrte zu einem Verlust der Hindlll-K- und -L-Frag- 
mente und der Erzeugung eines neuen 15,2 kb-Fragments (Figur 4b). Die EcoRI- 
und BamHI-Muster der BACs waren unverandert (Daten nicht dargestellt), was 
bestatigte, daft die BACs wahrend des Mutageneseverfahrens stabil blieben. Die 
Transfektion des mutierten BACs pSM4-ie in MEF fuhrte zu Plaquebildung. 
Gesamzell-DNA wurde aus infizierten Zellen isoiiert und durch Hind-lll-Verdau- 
ung analysiert. Wie erwartet, waren die Hindlll-K- und -L-Fragmente durch das 
15,2 kb-Fragment im Genom des ie1-Mutantenvirus MM96.01 ersetzt worden 
(Figur 4c). Offensichtlich wurde die Mutation, die in das MCMV-BAC eingefuhrt 
worden war, nach Rekonstitution des Mutantenvirus beibehalten. 

Die Abwesenheit des ie1 -Proteins in infizierten MM96.01 -Zellen wurde durch 
Immunprazipitation bestatigt. Ein Antiserum, das gegen den Carboxyterminus des 
ie1 -Proteins gerichtet war, spurte das ie1 -Protein in Lysaten von MC96.73 infi- 
zierten Zellen auf, prazipitierte aber keine Proteine aus Lysaten von MM96.01 
infizierten Zellen (Figur 5a). Ein ie1/ie3-spezifisches Antiserum, B5/1 , (16, 28) 
spurte 2 Proteine von 89 und 88 kDa in Lysaten von MC96.73 infizierten Zellen 
auf und ein Protein von 88 kDa in Lysaten von MM96.01 infizierten Zellen 
(Figur 5b). In der MM96.01-Spurfehlte das 89 kDa-ie1 -Protein eindeutig und es 
wurde nur das 88 kDa-ie3-Protein nachgewiesen (Figur 5b). Eine langere Belich- 
tung des Autoradiogramms zeigte ein 36 kDa-Protein in MM96.01 infizierten 
Zellen (Figur 5c). Das anscheinende Molekuiargewicht dieses Polypeptids stimmt 
mit der erwarteten Molekularmasse des verkurzten ie1 -Proteins und mit dem 
Wanderungsverhalten verschiedener mutierter ie1 -Proteine uberein (28). 
Wir schlossen daraus, dafc das ie1 -Protein pp89 fur eine Replikation des ie-Mu- 
tanten MM96.01 nicht notwendig ist. 
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Mutageneseverfahren 
Folgend den veroffentlichten Arbeitsvorschriften von O'Connor et al. (24) und 
Kempkes et al. (25) wurde die Mutagenese des MCMV-BACs durch homoioge 
Rekombination in dem E. co//-Stamm CBTS durchgefuhrt, der ein recA-AJlei und 
einen temperaturempfindlichen Supressor tragt (25). Das BAC-pSM3 und das 
Shuttieplasmid pMieFS wurden aufeinanderfolgend in E. co//"-CBTS elektroporiert 
und Klone, die Kointegrate enthielten, wurden bei 42°C auf Agarplatten mit Chlo- 
ramphenicol (12,5 ug/ml) und Tetracyclin (10 ug/ml) selektiert. Die Kointegrate 
wurden durch Restriktionsenzymanalyse auf die gewunschten Strukturen unter- 
sucht. Die Auflosung der Kointegrate wurde durch Inkubation der bakteriellen 
Klone bei 30°C- auf Agarplatten nur mit Chloramphenicol ermoglicht. Die Plas^ 
mide wurden durch Screening von Tetracyclin-empfindlichen Klonen identifiziert 
und durch Hindlll-Spaltung analysiert, urn zu bestimmen, ob eine Mutation 
erreicht worden war, Oder ob eine Ruckkehr zu der Elternsequenz aufgetreten 
war. 

Beispiel 3 : Rekonstitution des kompletten MCMV-Genoms in E. cofi (Beispiel fur 
Insertion) und Exzision der Vektorsequenzen nach Transfektion der BAC- 
Plasmide in permissive Zellen. 

Dem MCMV BAC-Plasmid pSM3 (siehe Beispiel 1) fehlen konstruktionsbedingt 
8 kb des MCMV-Genoms. Urn MCMV-Mutanten generieren zu konnen, die auf 
dem vollstandigen MCMV-Genom basieren, wurde ein BAC-Plasmid konstruiert, 
das das vollstandige MCMV-Genom enthalt. Dazu wurden durch homoioge 
Rekombination in E. coli die fehlenden 8 kb in pSM3 eingefugt. Das resultie- 
rende Plasmid erhielt den Namen pSM3FR (vgl. Figur 6). 

Zur Konstruktion des Shuttle-Plasmids wurde ein 10,9 kb Hindi ll-Avrll-Fragment 
aus dem Hindlll E'-Fragment des MCMV-Stamms K181 (17) unter Verwendung 
eines Oiigonukleotid-Adapters mit den Spaltstellen Xbal-Notl-BamHI-Spel- 
Hindlll-BamHI in das Plasmid pACYC184 (21) kioniert. Anschliefcend wurde ein 
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2.0 kb Notl-Xbal-Fragment (Homologie B in Fig. 6) aus dem Plasmid KSO-gpt 
(vgl. Beispiel 1) neben dem 10.9 kb Hindlll-Avrll-Fragment inseriert (unter Ver- 
wendung der Spaltstellen Notl und Spel im Bereich des Oligonukleotids; vgl. 
Fig. 6 Mitte ..Shuttle-Plasmid"). Das vollstandige Insert wurde dann als 12.9 kb 
Hindlll-Fragment in das Hindlll geschnittene Plasmid pMB096 (24) ligiert. Die 
Mutagenese wurde wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

Figur 7 zeigt die EcoRI-Spaitmuster der MCMV-BAC-Plasmide pSM3 und 
pSM3FR. Im Plasmid pSM3FR fehlt im Vergleich zu Plasmid pSM3 wie erwartet 
eine 3.8 kb EcoRI-Bande, und die 5.7 kb EcoRI O- und die 2.5 kb EcoRI Z- 
Banden sind wie im MCMV wt-Genom wieder vorhanden (vgl. dazu die schemati- 
sche Darstellung der erwarteten Struktur der BAC-Plasmide pSM3 und pSM3FR 
in Fig. 6). Die EcoRI-Fragmente b, f und g sind ebenfalls in pSM3FR vorhanden 
(sie haben wegen ihrer geringen GroGe eine grdfcere Mobilitat in Agarose-Gelen 
und sind in dem in Fig. 7 abgebildeten Gelausschnitt nicht enthalten). 

Das BAC-Plasmid pSM3FR enthalt also das gesamte MCMV-Genom und den 
BAC-Vektor pKSO-gpt flankiert von loxP-Stellen (schwarze Bereiche in Fig. 6). 

Bei der Insertion der fehlenden 8 kb wurde gleichzeitig ein 527 bp groftes EcoRI- 
Avrll-Fragment links von den Vektorsequenzen miteingefugt, das rechts von den 
Vektorsequenzen schon vorhanden ist (schraffiert in Fig. 6). Dieser Bereich ist im 
BAC-Plasmid pSM3FR also doppelt vorhanden und flankiert die BAC-Vektor- 
sequenzen (grau markiert in Fig. 6). 

Identische Sequenzen sind Voraussetzung fur homologe Rekombination. Die 
Flankierung der BAC-Vektorsequenzen mit dem 527 bp Fragment wurde mit dem 
Ziel vorgenommen, nach Transfektion des BAC-Plasmids pSM3FR in permissive, 
eukaryonte Zellen die Vektorsequenzen durch homologe Rekombination heraus- 
zuschneiden. Im E. co//-Stamm CBTS (25) ist das BAC-Plasmid pSM3FR stabil, 
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da in diesem E. co//-Stamm wesentlich groGere homologe Bereiche bendtigt 
werden, um eine homologe Rekombination herbeizufuhren. 

Nach Transfektion des BAC-Plasmids pSM3FR in permissive embryonale 
Fibroblasten (MEF) wurde eine spontane Exzision der Vektorsequenzen aus dem 
MCMV-BAC-Genom durch homologe Rekombination uber die 527 bp Sequenzen 
beobachtet. Nach wenigen Passagen des rekonstituierten Virus in diesen Zellen 
sind die Vektorsequenzen nicht mehr nachweisbar (weder durch Southern 
Blotting noch durch PCR). Der Vergleich des EcoRI-Spaltmusters des Wildtyp- 
MCMV-Genoms mit dem des MW97.01-Genoms_(das aus dem BAC-Plasmid 
pSM3FR regeneriert wurde), lafct keine Unterschiede erkennen (Fig. 8). Da die 
eingefugten 8 kb dem Genom des MCMV-Stamms K181 entstammen und geringe 
Sequenzunterschiede (Polymorphismus) zu dem verwendeten Widtyp-MCMV- 
Stamm Smith aufweisen, konnen bzw. konnten wir jedoch eindeutig nachweisen, 
daft sich das MW97.01-Virusgenom von dem BAC-Plasmid pSM3FR ableitet. 

Offensichtlich werden MCMV-Genome, die die bakteriellen Vektorsequenzen 
verloren haben, wesentlich besser in Viruspartikel verpackt als MCMV-Genome 
mit Vektorsequenzen, da letztere ein uberlanges Genom besitzen. 

Flankierung des BAC-Vektors mit identischen Sequenzen kann also dazu ver- 
wendet werden, die Vektorsequenzen aus dem Virusgenom wieder zu entfernen. 
Dieses Verfahren scheint insbesondere geeignet, wenn es in Kombination mit 
dem Selektionsdruck gegen ein uberlanges Genom verwendet wird. Das Verfah- 
ren ist eine Alternative zum Herausschneiden der Vektorsequenzen mit Rekom- 
binase Cre (vgl. Beispiel 4). 

Das von dem MCMV-BAC-Plasmid pSM3FR abgeieitete Virus MW97.01 wurde 
bezuglich seiner Virulenz in neugeborenen Mausen mit dem MCMV-Wildtyp- 
Stamm Smith verglichen. Figur 9 zeigt identische Uberlebensraten von Mausen, 
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die mit MW97.01 bzw. MCMV wt Smith infiziert wurden. Die Virus-Titer in ver- 
schiedenen Organen waren ebenfalls vergleichbar hoch (Daten nicht gezeigt). 
Das Virus MW97.01 weist also die gleichen biologischen Eigenschaften wie das 
Wildtyp-MCMV-Virus auf. Dies zeigt, da& die Passagierung des MCMV-Genoms 
in E. coli nicht zu spontanen Veranderungen des MCMV-Genoms und der biolo- 
gischen Eigenschaften des regenerierten Virus fuhrt. 

Beispiel 4 : Klonierung des Genoms eines Gammaherpesvirus (murines Gamma- 
herpesvirus 68 - MHV 68 -) ais infektioses bakterielles kunstiiches Chromosom 
(BAC) in E. coli und Rekonstitution von MHV 68-Viren. 

Dieses Beispiel zeigt exemplarisch die Klonierung eines Gammaherpesvirus- 
Genoms. Das Maus-Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) ist ein naturliches Patho- 
gen fur Mause und zeigt in seiner Biologie und in seiner Genom-Organisation 
Ahnlichkeiten zu den humanen Herpesviren Epstein-Barr-Virus und HHV8 (29). 
Infektion der Maus mit MHV 68 ist deshalb ein hervorragend geeignetes Modell- 
System, um die Pathogenese von Gammaherpesvirus-lnfektionen zu untersu- 
chen. Das Genom des murinen Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) enthalt an 
seinem Ende eine wechselnde Zahl von terminalen Repeats (TR; Fig. 10 oben). 
Das MHV 68-Genom kann Insertionen durch eine geringere Zahl an terminalen 
Repeats kompensieren. Vor kurzem wurde gefunden, daft Insertionen am linken 
Genomende von MHV 68 durch einseitiges Crossing over mit dem linearen 
Virusgenom moglich sind (30). Deshalb wurden die BAC-Vektorsequenzen durch 
einseitiges Crossing-over am linken Ende des Genoms eingefugt. 

Zur Konstruktion des Rekombinationsplasmids wurde ein 1.5 kb groEes EcoRl- 
Fragment vom linken Ende des Genoms durch PCR mit MHV 68-DNA als 
template generiert und in die EcoRI-Schnittstelle des Plasmids pMHV3 kloniert 
(ein pK18-Derivat, dessen Polylinker zuvor durch Insertion eines Oligonukleotids 
modifiziert wurde (neue Spaltstellen. Mlul-Notl-Avrll-SgrAI-Pacl-SgrAI-EcoRI- 
ApaLI-Mlul)). (pK18 ist ein Derivat von pUC18, das anstelle des Ampicillin-Resis- 
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tenz-Gens eine Kanamycin-Resistenz-Gen enthalt). Dann wurde uber eine Pacl- 
Schnittsteile links von dem EcoRI-Fragment der BAC-Vektor pKSO-gpt (vgl. 
Beispiel 1) eingefugt (vgl. Figur 10; 3. Zeile: ..Recombinationsplasmid"). SchlieG- 
lich wurde unter Verwendung eines Mlul-Pstl-Adapters ein 1.6 kb grofces Nsil- 
Mlul Fragment des Plasmids EGFP (Clontech), das den HCMV major immediate- 
early Promoter, die kodierende Sequenzfur das Green fluorescent Protein (gfp) 
und das SV40-polyA-Signal enthalt, in eine Nsil-Schnittstelle zwischen BAC- 
Vektorsequenzen und der rechten loxP-Stelle kloniert (vgl. Fig. 10; 
„Recombinationsplasmid"). 

Funf jig des Rekombinationsplasmids wurden zur Freisetzung des Inserts (ioxP- 
gpt-BAC-Vektor-gfp-loxP-homologer Bereich) mit Mlul gespalten. Das Insert 
wurde zusammen mit ca. 2 - 5 jig viraier MHV 68-DNA (isoliert aus MHV 68 infi- 
zierten BHK-21 Zellen) in BHK-21 Zellen eiektroporiert. Rekombination zwischen 
den homologen Sequenzen des linearen MHV 68-Genoms und des Rekombina- 
tionsplasmids (grau in Fig. 10; 2. und 3. Zeile) sollte zur Insertion des BAC- 
Vektors und zur Bildung des rekombinanten Virus-Genoms fuhren (4. Zeile in 
Fig. 10). Ligation des rechten Genom-Endes (mit den terminaien Repeats) an das 
linke Genom-Ende (das jetzt den BAC-Vektor enthalt) fuhrt zur Bildung eines 
zirkuiaren MHV 68-BAC-Genoms, das aus infizierten Zellen isoliert, in E. coli 
eiektroporiert und schlielilich in E. coli als BAC-Plasmid propagiert werden kann. 

Nach Elektroporation von viraier DNA und Rekombinationsplasmid in die BHK-21 
Zellen entstanden Plaques. Nach Erreichen eines kompletten cytopathischen 
Effekts wurde das Virus auf neue BHK21 -Zellen ubertragen und einer Selektion 
mit Xanthine (25 nM) und Mycophenolsaure (100 nM) unterzogen (9,11). Dies 
sollte zur Anreicherung von Viren fuhren, die das BAC-Plasmid mit dem Selek- 
tionsmarker gpt in ihr Genom integriert haben. Im Fluoreszenz-Mikroskop 
konnten grun-gefarbte Zellen nachgewiesen werden, ein Hinweis auf die Integra- 
tion und Expression des gfp-Gens. Nach drei Selektionsrunden mit Xanthine und 
Mycophenolsaure wurde zirkulare MHV 68-DNA aus infizierten BHK 21 -Zellen 
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isoliert, in E. coii DH10B elektroporiert und auf Agarplatten mit Chloramphenicol 
(12.5 ug/ml) ausplattiert (vgl. Beispiel 1). Plasmid-lsolierung mit anschlieftendem 
Restriktionsverdau fuhrte zur Identifizierung eines E. co//-Klons, der ein BAC- 
Plasmid mit vollstandigem MHV 68-Genom enthalt. 

Restriktionsverdau des MHV 68-BAC-Plasmids mit EcoRI zeigt im Vergleich zu 
EcoRI-gespaltener MHV 68-Wildtyp-Virus-DNA eine Doppelbande bei 7.4 kb und 
eine zusatzliche Bande bei ca. 20 kb (Fig. 1 1 ; vgl. Spur MHV 68-BAC-Plasmid 
mit Spur MHV 68-wt-Virus; Unterschiede sind mit schwarzen Pfeiispitzen mar- 
kiert). Die zusatzliche 7.4 kb Bande (die zur Bildung der Doppelbande fuhrt) ent- 
stammt dem BAC-Vektor-Anteil und die zusatzliche ca. 20 kb grofte Bande resul- 
tiert aus der zirkularen Natur des Piasmids (wahrend die ca. 20 kb grofie Bande 
in Spur MHV 68-wt-Virus fehlt, da es sich bei der MHV 68-Virus-DNA uber- 
wiegend um lineare Genome handelt; vgl. schematische Darstellung des 
MHV 68-BAC-Plasmids in Fig. 10 unten). Restriktionsverdaus des BAC-Plasmids 
mit anderen Restriktionsenzymen bestatigten die erwartete Struktur des MHV 68- 
BAC Piasmids. 

Transfektion des MHV 68-BAC-Plasmids in BHK 21-Zellen fuhrte zur Plaque- 
Bildung. Dies zeigt, daft das MHV 68-BAC-Plasmid Jnfektios" ist, alle essentiel- 
len Gene enthalt und dafi wahrend der Propagierung des Piasmids in E. coli 
keine unerwunschten Mutationen eingetreten sind. Infizierte Zellen zeigten im 
Fluoreszenz-Mikroskop eine grune Farbung, d.h. das gfp-Gen ist wie erwartet im 
Genom der rekonstituierten Viren enthalten. DNA des MHV 68-BAC-Virus wurde 
aus infizierten Zellen isoliert, mit EcoRI verdaut und in einem Agarosegel aufge- 
trennt (Fig. 11, Spur „MHV 68-BAC-Virus"). Das EcoRI-Spaltmuster der MHV 68- 
BAC-Virus-DNA ist wie erwartet im wesentlichen identisch mit dem EcoRI-Spalt- 
muster der MHV 68-wt-Virus-DNA (Fig. 11); die ca. 20 kb grofte EcoRI-Bande ist 
verschwunden, da die aus infizierten Zellen isolierte MHV 68-BAC-Virus-DNA 
ebenfalls uberwiegend lineare Genome umfalit. 



WO 99/06582 



28 



PCT/EP98/04816 



Figur 12 zeigt einen Vergleich der Wachstumskinetik von MHV-Wildtyp-Virus und 
MHV 68-BAC-Virus. BHK-21-Zellen wurden mit einer moi von 0,01 infiziert und 
der Anstieg des Virus-Titers wahrend der folgenden 4 Tage bestimmt. 

Die Wachstumskinetik der beiden Viren ist identisch; ein weiterer Nachweis, daG 
das MHV 68-BAC-Genom fur alle Virus-Funktionen kodiert und daft die Vermeh- 
rung des MHV 68-BAC-Genoms in E. coii moglich ist. 

Die BAC-Vektorsequenzen (mit dem gpt- und dem gfp-Gen) lassen sich mit Cre- 
Rekombinase (22) uber die loxP-Stellen aus dem MHV 68-BAC-Genom wieder 
entfernen (vgl. Fig. 10). Dadurch lalit sich ein MHV68-Genom generieren, das 
bis auf eine loxP-Stelle identisch mit dem Wiidtyp-MHV 68-Genom ist. Durch 
Passagierung des MHV 68-BAC-Virus in einer Zellinie, die Cre-Rekombinase 
exprimiert, wurden die BAC-Vektorsequenzen deletiert. Mit den resultierenden 
Viren infizierte Zellen zeigten keine Grun-Farbung, ein Beweis, daft die BAC- 
Vektorsequenzen einschliefclich des gfp-Gens deletiert wurden. 

Beispiei 5: Klonierung des Genoms des HCMV-Laborstamms AD169 als infektio- 
ses bakterielles kunstliches Ghromosom (BAC) und Rekonstitution von Cyto- 
megaloviren aus transfizierten HCMV-BAC-Plasmiden 

Fur die Insertion des BAC-Vektors wurde der Bereich zwischen den Genen US1 
und US7 in der Unique-short (Us)-Region des HCMV-Genoms ausgewahlt, da 
bekannt war, dafc dieser Bereich Gene enthalt, die fur die Replikation von HCMV 
in Zellkultur nicht essentiell sind (31). Zur Konstruktion eines Rekombinations- 
plasmids wurde ein 4.75 kb Sacl-Fragment (Nukleotide 192648 bis 197398 des 
Genoms des HCMV-Laborstamms AD169; (3) in das Plasmid pGEM3Zf 
(Promega) kloniert. Anschlieftend wurde ein 2.7 kb Nhel-PshAI-Fragment inner- 
halb des 4.75 kb Sact-Fragments deletiert und das gpt-Gen (unter Kontrolle des 
Herpes simplex virus Typ1-Thymidinkinase-Promoters und gefolgt von dem 
SV40-polyA-Signai; (9, 1 1) sowie ein Oligonukleotid-Adapter mit einer Pad- 
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Schnittstelle eingefugt (Fig. 13). Schlieftlich erfolgte die Insertion des BAC- 
Vektors pKSO (vgl. Beispiel 1) in die Pacl-Schnittstelle (Fig. 13). Das Rekombi- 
nationsplasmid weist an seinem linken Ende 712 bp und am rechten Ende 1355 
bp an homologen Sequenzen zum HCMV-Genom im Bereich der US1- bzw. US7- 
Gene auf (vgl. Fig. 13 Mitte). Vor der Elektroporation wurde das Rekombina- 
tionsplasmid mit dem Enzym Xcml im Bereich des Plasmid-Ruckgrates lineari- 
siert. 

Ca. 30 |jg des linearisierten Rekombinationsplasmids wurden in humane Vor- 
haut-Fibrobiasten (HFF) elektroporiert (Biorad-Elektroporator: 250 V, 960 uF). 
Ca. 24 Stunden nach Elektroporation wurden die HFF-Zellen mit dem HCMV- 
Laborstamm AD169 mit einer moi von 1 infiziert. Nach vierstundiger Adsorption 
des Virus wurden die Zellen gewaschen und neues Medium zugegeben. 
Anschliefcend wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO z so lange weiterkultiviert, 
bis ein vollstandiger cytopathischer Effekt eingetreten war. Der virushaltige Zell- 
kuituruberstand wurde dann auf neue HFF-Zellen ubertragen und rekombinante 
Viren durch Seiektion mit Mycophenolsaure (100 uM) und Xanthin (25 uM) ange- 
reichert (9, 11). Bei Eintritt eines vollstandigen cytopathischen Effekts wurde das 
Virus wiederum auf neue HFF-Zellen passagiert und einer weiteren Selektions- 
runde unterzogen. Nach der 3. Selektionsrunde wurde zirkulare Virus-DNA mit 
dem Hirt-Verfahren (18; vgl. Beispiel 1) aus den infizierten Zellen isoliert und in 
E. coli DH10B elektroporiert wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Die Unique-long (UL)-Region und die Unique-short (Us)-Region des HCMV- 
Genoms konnen ihre Orientierung durch Inversion an den internen und termina- 
len Repeats (offene Rechtecke in Fig. 13) relativ zueinander andern (3). Nach 
Integration des BAC-Vektors an der erwarteten Position in der Us-Region (vgl. 
Fig. 13 unten) werden zwei unterschiedliche isomere Formen des HCMV-BAC- 
Genoms erwartet, die sich durch Restriktionsverdau mit Hindlll unterscheiden 
lassen (Fig. 14). 
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Durch Plasmidisolierung mit anschlieliendem Hindlll-Restriktionsverdau wurden 
E. co//-Klone identifiziert, die BAC-Plasmide mit dem HCMV-Genom enthalten 
und es wurden HCMV-BAC-Plasmide mit den beiden unterschiedlichen isomeren 
Formen gefunden (Fig. 15). Prototypen sind die beiden BAC-Plasmide pHB5 und 
pHB8 (Fig 15). pHB5 weist HindlH-Fragmente von 17.5 und 35 kb auf, wahrend 
pHB8 mit Hindlll-Fragmenten von 22.1 und 30.3 kb die andere Orientierung zeigt. 

Transfektion von pHB5 und pHB8 mit Superfect (Qiagen, Hilden, Germany) in 
HFF-Zellen bzw. MRC5-Fibroblasten fuhrte nach ca. 10 bis 14 Tagen zur 
Plaquebildung. Die HCMV BAC-Plasmide wurden zusammen mit einem Plasmid 
transfiziert, das das CMV-Protein pp71 exprimiert, da bekannt ist, daft pp71 die 
Infektiositat viraler DNA erhoht (37). Pro Kulturschale (Durchmesser 6 cm) 
wurden 0.5 - 3 ug HCMV-BAC-Plasmid und 1 \xg des pp71-Expressionsplasmids 
kotransfiziert. Virale DNA wurde aus pHB5-BAC-Virus infizierten und zum Ver- 
gleich aus HCMV-Laborstamm AD169 infizierten Zellen isoliert (vgl. Beispiel 1), 
mit EcoRI verdaut und in 0.5%igen Agarose-Gelen aufgetrennt (Fig. 16). Dem 
pHB5-Genom fehlt im Vergleich zum HCMV-AD169-Genom ein 1 1 .9 kb EcoRI- 
Fragment, dafiir besitzt das pHB5-Genom neue EcoRI-Fragmente von 8.9, 5.8 
und 2.0 kb (vgl. Fig. 13, Mitte und unten). 

Die zusatzliche 2.0 kb EcoRI-Bande im pHB5-Genom ist in Figur 16 gut zu er- 
kennen. Die zusatzlichen 5.8 und 8.9 kb-EcoRI-Banden und das Fehlen der 11.9 
kb-EcoR!-Bande wurde durch Southern-Blotting bestatigt. Das pHB5-Genom 
weist also die erwartete Struktur auf (vgl. Fig. 16). Das pHB8-Genom wurde in 
ahnlicher Weise charakterisiert und zeigte ebenfalls die erwartete Struktur. 

Das Genom des HCMV-Laborstamms AD169 konnte nach Insertion des BAC- 
Vektors zwischen den US1- und US7-Genen als BAC-Plasmid in E. coli kloniert 
werden. Es wurden beide zu erwartenden isomeren Formen gefunden. Aus 
beiden Konformationen konnten nach Transfektion in permissive humane 
Fibroblasten infektidse Viren rekonstituiert werden. 
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Beispiel 6 : Mutagenese des HCMV-BAC-Plasmids pHB5 und Herstellung von 
HCMV-Mutanten. 

Um zu zeigen, daft sich mit dem Verfahren HCMV-Mutanten herstellen lassen, 
wurden 380 bp in Exon-3 des HCMV-UL37-Gens (3) deletiert und durch eine 2.6 
kb Tetrazykiin-Kassette (32) ersetzt. Fur die Mutagenese wurde foigendes 
Rekombinationsplasmid konstruiert: Ein 9.7 kb Bglll-Fragment aus dem 
HCMV AD169-Genom (Genompositionen 47366-57120; 33, 3) wurde in ein 
pBluescript-Derivat kloniert (dessen Polylinker durch Insertion eines Oligonukleo- 
tids zuvor modifiziert wurde und eine Bglll-Schnittstelle enthielt). Dann wurde ein 
380 bp SnaBI-Fragment aus dem 3. Exon des UL37-Gens herausgeschnitten und 
eine 2.6 kb Tetrazykiin-Kassette eingefugt (vgl. Fig. 17 

„Recombinationsplasmid"). Schliefilich wurde das 8.9 kb Bglll-Dral-Fragment in 
das BamHI-Smal-geschnittene Shuttle-Plasmid pST76K_SacB transferiert 
(Fig. 18). Das Shuttle-Plasmid pST76K_SacB ist ein Derivat des Plasmids 
pST76K (34). pST76K_SacB (Fig. 18) enthalt zusatzlich zum Kanamycin-Resis- 
tenz-Gen und dem temperatur-sensitiven Replikationsmechanismus den Negativ- 
Selektionsmarker SacB, der eine Setektion gegen das Plasmid auf Agarplatten 
mit 5% Saccharose ermoglicht. 

Die Mutagenese erfolgte ahnlich dem in Beispiel 2 beschriebenen Verfahren (vgl. 
Fig. 19). Das HCMV-BAC-Plasmid pHB5 und das Rekombinationsshuttle-Plasmid 
wurden nacheinander in E. coli CBTS (25) elektroporiert. Zur Bildung von Kointe- 
graten wurden die Klone bei 30°C auf Agarplatten mit Chloramphenicol (12,5 
ug/ml) und Kanamycin (50 ug/ml) gehalten, da der CBTS-Stamm nur bei 30°C 
das fur die Rekombination essentielle recA-Protein exprimiert (25). Klone, in 
denen sich Kointegrate gebildet hatten, wurden bei 42°C auf Agarplatten mit 
Chloramphenicol (12,5 ug/ml) und Kanamycin (50 ug/ml) seiektiert. Auflosung der 
Kointegrate wurde durch Inkubation der bakteriellen Klone bei 30°C auf Agar- 
platten ermoglicht, die nur Chloramphenicol enthielten (bei 30°C wird recA 
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exprimiert, siehe oben). Zur Identifizierung von Klonen, in denen sich das Kointe- 
grat aufgelost hatte, wurden die baktehellen Klone auf Agarpiatten mit Chloram- 
phenicol (12,5 ug/ml) und 5% Saccharose ausgestrichen und 1,5-2 Tage bei 
30°C inkubiert. Bakterien, die das Kointegrat noch enthalten und somit das SacB- 
Protein exprimieren, konnen auf diesen Platten nicht wachsen (Negativ-Selek- 
tion); wahrend dies fur Klone mit aufgelostem Kointegrat moglich ist. Die Auf- 
losung des Kointegrates wurde durch Prufung auf Kanamycin-Empfindiichkeit 
uberpruft. Die Negativ-Selektion mit Hilfe des SacB-Gens auf saccharose-halti- 
gen Agarpiatten stellt im Vergleich zu dem in Beispiel 2 beschriebenen Verfahren 
einen wesentlichen Fortschritt dar, da Klone mit aufgelostem Kointegrat sofort zu 
identifizieren sind. 

Klone, die das mutante BAC-Plasmid enthalten, wurden schlielilich aufgrund 
ihrer Tetrazyklin-Resistenz identifiziert (Inkubation auf Platten mit Chlorampheni- 
col (1 2,5. ug/ml). plus Tetrazyklin (10 ug/ml)). 

Das BAC-Plasmid aus einem der tetrazyklin-resistenten Klone wurde isoliert, mit 
EcoRI verdaut und das Spaltmuster mit dem EcoRI-Verdau des Ausgangs- 
plasmids pHB5 verglichen (Fig. 20). Das EcoRI-Spaltmuster der beiden BAC- 
Plasmide ist bis auf die erwarteten Veranderungen identisch, d.h. auSerhaib des 
mutierten Bereichs erfolgten keine Veranderungen. Wie erwartet, ist in BAC- 
Plasmid pHB98/1 eine 6.38 kb Bande verschwunden. Dafur entstehen zwei neue 
EcoRI-Banden von 4,88 und 3,70 kb (siehe Fig. 20), da die inserierte Tetrazyklin- 
Kassette eine zusatzliche EcoRI-Spaltstelle enthalt (vgl. Fig. 17 unten). 

Das Beispiel zeigt, daG das HCMV-BAC-Plasmid gezielt mutiert werden kann und 
daft das Verfahren geeignet ist, mutante HCMV-Genome herzustellen. 

Das mutierte HCMV-BAC-Plasmid pHB98/1 wurde zusammen mit einem pp71- 
Expressionsplasmid in MRC5-Zellen transfiziert und fuhrte zur Plaquebildung. 
Das pHB98/1 -BAC-Plasmid ist also infektios und fuhrt nach Transfektion in per- 
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missive Zellen zur Bildung von mutanten Viren. Folglich ist das UL37-Gen fur die 
Replikation von HCMV nicht essentiell. 

Die Tetrazyklin-Kassette kann nach der Mutagenese durch Expression der FRT- 
spezifischen FLP-Rekombinase in dem BAC-haltigen E. co//-Klon wieder dele- 
tiert werden, da die Tetrazyklin-Kassette nur benutzt wurde, um die mutanten 
Klone schneller und leichter identifizieren zu konnen. Die Verwendung der Tetra- 
zyklin-Kassette ist nicht essentiell (vgl. Beispiel 2), unter dem genannten 
Gesichtpunkt aber hilfreich. Zur Deletion der Tetrazyklin-Kassette wurde das 
Plasmid pCP20 (32) in E. co//-Bakterien transformiert, die das pHB98/1 BAC- 
Plasmid enthielten. pCP20 verfugt uber einen temperatursensitiven Replika- 
tionsmechanismus und exprimiert die FLP-Rekombinase (32). Die Exzision der 
Tetrazyklin-Kassette erfolgte wahrend der Inkubation der £. co//-Bakterien bei 
30°C. Anschliefcend werden die Bakterien auf Agarplatten mit Chloramphenicol 
(12,5 |jg/nril) ausgestrichen und bei 43°C inkubiert, um das pCP20-Plasmid 
wieder zu verlieren (32). Screenen der Bakterien-Klone auf Tetrazyklin-Empfind- 
lichkeit zeigte, daG in einem Groftteil der Klone die Tetrazyklin-Kassette aus dem 
BAC-Plasmid herausgeschnitten worden war. Isolierung der BAC-Plasmide und 
Verdau mit EcoRI zeigte eine zusatzliche 6.0 kb EcoRI-Bande und den Verlust 
der 3.7 und 4.88 kb EcoRI-Banden und bestatigte somit das erfoigreiche Aus- 
schneiden der Tetrazyklin-Kassette (siehe Figur 17 unten sowie Figur 20, Spur 
pHB/FLP). 

Beispiel 7 : Direkte Transposon-Mutagenese des infektiosen MCMV-BAC- 
Plasmids 

Transposons sind "springende" genetische Elemente, die vorwiegend in Bakte- 
rien gefunden werden. Sie enthalten in der Rege! die fur die Transposition not- 
wendigen Enzyme sowie ein oder mehrere Resistenz-Gene. Modifizierte Trans- 
posons konnen fur eine randomisierte Mutagenese von Bakterien-Genomen und 
Plasmiden verwendet werden. Sie inserieren an zufalliger Stelle in die DNA und 
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unterbrechen dadurch den offenen Leserahmen des Gens an der Insertionsstelle. 
Dieses Mutagenese-Verfahren wurde hier erstmals fur die direkte Mutagenese 
von BACs verwendet. 

Basierend auf dem Transposon TnMax8, einem Derivat von Tn1721 (35) wurde 
das Piasmid pST76A-TnMax8 konstruiert. Dazu wurde pTnMax8 (enthalt ein 
Kanamycin-Resistenzgen) und der Vektor pST76-A (34) mit dem Restriktions- 
enzym Pst! linearisiert und durch Ligation zu pST76A-TnMax8 fusioniert 
(Fig. 21a). Dieses Piasmid besitzt einen temperatursensitiven Replikations- 
mechanismus, der es ihm erlaubt, bei 30°C in E. colizu replizieren, nicht jedoch 
bei 42°C. Fur die direkte Transposon-Mutagenese des MCMV-Genoms wurden 
DH5a-Bakterien mit dem MCMV-BAC und pST76A-TnMax8 transformiert und bei 
30°C kultiviert (Fig. 21b). Eine Transposition des Transposons findet nach Induk- 
tion der Transpositionsenzyme Oder auch spontan statt. Werden diese Bakterien 
auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und bei 42°C in Anwesenheit von Chlo- 
ramphenicol und Kanamycin inkubiert, so wachsen nur diejenigen Bakterien zu 
Kolonien heran, bei denen eine Transposition stattgefunden hat und somit die 
Kanamycin-Resistenz ubertragen wurde (Fig. 21b). Das Piasmid pST76A- 
TnMax8 kann aufgrund des temperatursensitiven Replikationsmechanismus bei 
42°C nicht replizieren und geht deshalb verioren. Das MCMV-BAC-Plasmid repli- 
ziert unabhangig von der Temperatur, und auf seine Anwesenheit wird mitteis 
Chloramphenicol selektiert. Aufgrund der hohen Praferenz der Tn1721-Derivate 
fur negativ verdrillte Plasmide fuhrt eine Transposition uberwiegend zur Insertion 
in das BAC, nur selten in das bakterielle Genom. 

Die Charakterisierung einer MCMV-Transposon-Mutante soil hier exemplarisch 
anhand des Klons MCMV-Kn5 demonstriert werden: Urn die Insertionsstelle des 
Transposons im BAC einzugrenzen, kann man Veranderungen des Restriktions- 
Musters nach Restriktionsverdau (hier mit Hindlll) und Gelelektrophorese analy- 
sieren. Im vorliegenden Fall sieht man im Vergleich zum MCMV-Wildtyp (wt) ein 
Verschwinden der 9,5 kb Hindlll l-Bande. Sie wird durch das Transposon in zwei 
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Subfragmente von ca. 6,4 und 3,1 kb unterteilt (Fig. 22, Fig. 23a). Zusatzlich 
erkennt man im Hindlll-Verdau eine Transposon-spezifische Bande von 1,8 kb 
(Fig. 23a). Durch direkte Ansequenzierung des Klons MCMV-Kn5 mit Primern, 
die an den Enden des Transposons binden, konnte die insertionsstelle etwa bei 
Nukleotidposition 198900 lokalisiert werden (Figur 23b zeigt ein Alignment der 
erhaltenen Sequenz mit dem MCMV-Genom). Dies entspricht einer Insertion in 
das Gen m141 (Fig. 22). 

Durch Transfektion von MCMV-Kn5-DNA in NIH-3T3-Fibroblasten wurde infektiO- 
ses Virus rekonstituiert. Bei diesem Virus ist das m141-Gen durch die Insertion 
des Transposons inaktiviert. Dies konnte durch Restriktionsverdau isolierter 
Virus-DNA gezeigt werden, wobei sich die gleiche Veranderung wie in Figur 23a 
zeigte. Damit wurde gleichzeitig nachgewiesen, daft das Gen m141 nicht essen- 
tiell fur das Virus ist. 

Das oben beschriebene Verfahren wurde auch schon erfolgreich zur Mutagenese 
des klonierten HCMV-Genoms angewandt (Daten nicht abgebildet). Zusatzlich zu 
dem Transposon-Vektor pST76A-TnMax8 wurden weitere Derivate mit Tetrazy- 
klin- und Erythromycin-Resistenzgenen konstruiert. Damit lassen sich durch 
sequentielle Transposon-Mutagenese Mutanten mit zwei Oder drei Gen-knock- 
outs herstellen. Auch andere Transposons konnen in ahnlicher Weise fur die 
direkte Mutagenese von klonierten Virusgenomen herangezogen werden. 

Durch Veranderung des verwendeten Transposons lassen sich zusatzlich weitere 
Funktionen einfugen: So kann man durch Einfugen eines Indikator-Gens (z.B. 
IRES-EGFP) die temporale Expression der ausge'knock'ten Gene verfolgen. 
Durch Einsetzen von Sequenz- Tags" in das Transposon lassen sich auch Viru- 
lenzgene in vivo identifizieren (36). 



Beisoiei 8 : Klonierung des Genoms des HCMV-Stamms Toledo als bakterielles 
kunstliches Chromosom (BAC) 
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Der HCMV-Stamm Toledo verfugt im Vergleioh zu dem Laborstamm AD169 uber 
mindestens 19 zusatzliche Gene (4). Der Stamm Toledo hat hohe Ahnlichkeit zu 
HCMV-Patientenisolaten und stellt den Prototyp eines HCMV-Wildtyp-Stamms 
dar (4). Es war deshalb wichtig zu zeigen, dafi sich Genomsequenzen aus einem 
HCMV-Patientenisolat zur Herstellung des erfindungsgemallen rekombinanten 
Vektors ebenfalls eignen. 

Fur die Herstellung des Toledo-BAC-Plasmids wurde das in Beispiel 5 beschrie- 
bene Rekombinationsplasmid verwendet. Wie in Beispiel 5 beschrieben wurden 
ca. 30 M g des Xcml-linearisierten Rekombinationsplasmids in humane Vorhaut- 
Fibroblasten elektroporiert Ca. 24 Stunden nach Elektroporation wurden die 
HFF-Zellen mit dem HCMV-Stamm Toledo mit einer moi von 1 infiziert. Das 
Anreicherungsverfahren mit Mykophenolsaure und Xanthin wurde wie in Beispiel 
5 beschrieben durchgefuhrt. Schlie&lich wurde zirkulare Virus-DNA aus den infi- 
zierten HFF-Zellen isoliert und in E. coti DH10B elektroporiert. Dann wurde 
Plasmid-DNA aus mehreren bakteriellen Klonen isoliert, mit EcoRI verdaut und 
das Spaltmuster mit dem EcoRI-Spaltmuster der Toledo-Virus-DNA verglichen 
(Figur 24). Das Spaltmuster der BAC-Klone ist weitgehend identisch mit dem der 
Toledo-Virus-DNA, d.h. die BAC-Plasmide enthalten bis auf die Integrationsstelle 
des BAC-Vektors im US2-US6-Bereich das vollstandige Toledo-Genom. Das 
EcoRI-Muster der verschiedenen BAC-Plasmide zeigt geringe. Unterschiede ein- 
zeiner Fragmente im Bereich zwischen ca. 9,5 und 13 kb. Dieser Polymorphis- 
mus erklart sich zum einen durch die unterschiedlichen isomeren Formen der 
HCMV-Toledo-Genome (vgl. Beispiel 5 und Figur 14), zum anderen kann auch 
die Zahl der a-Repeats variieren (3), wodurch sich die Lange einzeiner EcoRI- 
Fragmente andert. Figur 25 zeigt die Hindi!!- und Xbal-Spaltmuster einiger 
Toledo-BAC-Plasmide. Auch diese Muster sind bis auf die Grolie einiger weniger 
Fragmente identisch. 



Das Beispiel zeigt, dafi sich das Verfahren zur Herstellung des erfindungs- 
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gemafcen rekombinanten Vektors fur die Klonierung von Genomsequenzen ver- 
schiedener HCMV-Stamme, einschliefclich HCMV-Patientenisolate) eignet. 
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Patentanspruche 

1 . Rekombinanter Vektor, der infektiose virale Genomsequenzen mit einer Grbfte 
von mehr als 1 00 kb, vorzugsweise von mehr als 200 kb, sowie Sequenzen eines 
Klonierungsvehikels enthalt. 

2. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die 
viralen Genomsequenzen von einem DNA-Virus stammen. 

3. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viraien Genomsequenzen von einem Herpes-Virus stammen. 

4. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft, die 
virale Genomsequenzen von einem Betaherpesvirus stammen. 

5. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viralen Genomsequenzen vom menschiichen Cytomegalievirus stammen. 

6. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viralen Genomsequenzen vom Maus-Cytomegalievirus stammen. 

7. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen von einem Gammaherpesvirus stammen. 

8. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen vom murinen Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) 
stammen. 

9. Rekombinanter Vektor nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft das Klonierungsvehikel ein low-copy-Plasmid 
ist, vorzugsweise ein Mini-F-Plasmid-Derivat. 
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1 0. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dad das 
Mini-F-Plasmid-Derivat ein kunstliches zirkulares Chromosom, vorzugsweise ein 
bakterielies kunstliches Chromosom (BAC), ist. 

11. Rekombinanter Vektor nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichenet, daft die Sequenzen des Ktonierungsvehikels von 
identischen Sequenzabschnitten flankiert sind. 

12. Rekombinanter Vektor nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenzen des Klonierungsvehikels von 
Erkennungssequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen und/oder von 
Restriktionsschnittstellen flankiert sind, die im restlichen Vektor nicht vorkommen. 

13. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Erkennungssequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen loxP-Stellen sind. 

14. Rekombinanter Vektor nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dad zusatzlich Selektions- und/oder Markergene 
enthalten sind. 

15. Zelle, enthaltend einen rekombinanten Vektor nach einem der Anspruche 1 
bis 14. 

16. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Vektors gemaB einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 14, das folgende Schritte umfaSt: 

a) Einbringen einer Sequenz (1 ), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, in eine Zelle, die infektiose virale Genomsequenzen enthalt, und 

b) Rekombinieren der Sequenz (1) aus Schritt a) mit den viralen Genomsequen- 
zen, vorzugsweise uber homologe Rekombination, zum Erhalt eines rekombi- 
nanten Vektors. 



WO 99/06582 



PCT/EP98/04816 



42 



17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daft als Zelie in Schritt 
a) eine eukaryontische Zelle verwendet wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafc die eukaryonti- 
schen Zellen Saugerzellen, vorzugsweise primare Fibroblasten, humane Vor- 
hautfibroblasten (HFF), oder embryonale Maus-Fibroblasten sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daft die eukaryonti- 
schen Zellen NIH3T3-Fibroblasten sind. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Sequenz (1) durch ein Caiciumphosphat-Prazipitations-, ein Lipofektions- 
oder ein Elektroporationsverfahren in die Zellen eingebracht wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Sequenz (1) durch einen weiteren viralen Vektor in die Zellen eingebracht 
wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daft als Zelle in Schritt 
a) ein bakterieller Organismus, vorzugsweise E. co/i, verwendet wird. 

23. Verwendung eines rekombinanten Vektors nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 zur Mutagenese der darin enthaltenen infektiosen viralen 
Genomsequenzen. 

24. Verfahren zur Mutagenese von in einem rekombinanten Vektor gemaft einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 14 enthaltenen viralen Genomsequenzen, 
das folgende Schritte umfalM: 
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A) Einbringen des rekombinanten Vektors in eine bakterielle Wirtszelle Oder 
Hefe; und 

B) Mutagenisieren der viralen Genomsequenzen. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutagenisie- 
rung der viralen Genomsequenzen durch homologe Rekombination des rekombi- 
nanten Vektors mit in der bakteriellen Wirtszelle oder Hefe enthaltenen DNA- 
Moiekulen erfolgt. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft die homologe 
Rekombination des rekombinanten Vektors mit einem mutanten Allel erfolgt. 

27. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutagenisie- 
rung der viralen Genomsequenzen mit Hilfe eines Transposons erfolgt. 

28. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 24 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, daft der rekombinante Vektor gemaft einem Verfahren nach 
einem oder mehreren der Anspruche 16 bis 22 erhaltlich ist. 

29. Rekombinanten Vektor, der infektidse, durch Mutagenese gemaft einem der 
Anspruche 24 bis 28 veranderte virale Genomsequenzen mit einer Grofte von 
mehr als 100 kb, vorzugsweise von mehr ats 200 kb, sowie Sequenzen eines 
Klonierungsvehikels enthalt. 

30. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 14 oder 29 als Medi- 
kament, vorzugsweise zur Durchfuhrung von somatischer Gentherapie. 

31. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 14 oder 29 als Impf- 
stoff. 
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chromosomes; mouse cytomegalo virus genome 

cloning in Escherichia coli bacterial 

artificial chromosome for use as a vector 

in gene therapy." 

JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE, 

Bd. 74, Nr. 4, 1996, Seite B8 XP002086653 

siehe Zusammenf assung 

-/- 



1-5,15 



1-31 



X I Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmpn 



El 



Siehe Anhang Patenttamilie 



' Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

°A* Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

*L" Veroffentlichung. die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
sche'men zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Often barung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung Oder andere Mafinahmen bezieht 
*P* Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T* 



"X- 



Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und m it der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegendsn Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
fcann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung. die Mftgfied derselben Paterrrfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

4. Dezember 1998 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

21/12/1998 


Name und Postanschrift der Internationalen Reche rc hen be horde 

Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Palemiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Mandl, B 
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WreRNATIONALE^plECHERCHENBERICHT 



onales Aktenzelchen 

PCT/EP 98/04816 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betractit kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



P,X 



KETNER G. ET AL. : "Efficient manipulation 
of the human adenovirus genome as an 
infectious yeast artificial chromosome 
clone. " 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 
Bd. 91, 1994, Seiten 6186-6190, 
XP002086654 

siehe das ganze Dokument 

SHIZUYA H. ET AL.: "CLONING AND STABLE 
MAINTENANCE OF 300-KIL0BASE-PAIR FRAGMENTS 
OF HUMAN DNA IN ESCHERICHIA COLI USING AN 
F-FACTOR-BASED VECTOR- 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

Bd. 89, 1. September 1992, Seiten 
8794-8797, XP000573603 
siehe das ganze Dokument 

WO 96 15779 A (UNIV COLUMBIA ; CHANG YUAN 
(US); MOORE PATRICK S (US)) 30. i Mai 1996 
siehe Seite 20, Zeile 21 - Zeile 23 

GAGE P. J. ET AL.: "A CELL-FREE 
RECOMBINATION SYSTEM FOR SITE-SPECIFIC 
INTEGRATION OF MULTIGENIC SHUTTLE PLASMIDS 
INTO THE HERPES SIMPLEX VIRUS TYPE 1 
GENOME" 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

Bd. 66, Nr. 9, September 1992, Seiten 

5509-5515, XP000674658 

siehe das ganze Dokument 

MESSERLE M. ET AL. : "Cloning and 
mutagenesis of a herpesvirus genome as an 
infectious bacterial artificial 
chromosome. " 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA, 
Bd. 94, Nr. 26, 23. Dezember 1997, Seiten 
14759-14763, XP002086655 
siehe das ganze Dokument 
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INTERNATIONAUER ^CHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdftentlichuii.^an. die zur seiben Patentfamitie gehbren 



IrTTir" jnales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/04816 



1m Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



WO 9615779 


A 


30-05-1996 • 


US 


5830759 


A 


03-11-1998 








US 


5801042 


A 


01-09-1998 








AU 


4367096 


A 


17-06-1996 








CA 


2196892 


A 


29-02-1996 








EP 


0804547 


A 


05-11-1997 








JP 


10508461 


T 


25-08-1998 








WO 


9606159 


A 


29-02-1998 








AU 


3321095 


A 


14-03-1996 



Foimblalt PCTASA/210 (Anhang Paienttamiia>(Jufi 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM 
-o GEBIET DES PATENTWESENS 



3> 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
PCT 897-031 66/Ga 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04816 



siehe Mitteilung iiber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Ar\me\dedatum(Tag/Monat/Jahr) 
31/07/1998 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
01/08/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Wassifikation und IPK 
C12N15/86 



Anmelder 

KOSZINOWSKI, Ulrich, H. et al. 



1 . Dieser Internationale vorlauf ige PrQfungsbericht wurde von der mit der international vorlaufigen Priifung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor d,eser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsnchtl.n.en zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I H Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderische Tatigkelt und gewerbliche Anwendbarkelt 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefQhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII H Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



24/02/1 999 



Name und Postanschritt der mit der intemationaJen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
fM>i D-80298 MQnchen 

Tel. +49 89 2399 - O Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

12. 



11.99 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Giebeler, K 

Tel. Nr. +49 89 2399 8546 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/048 1 6 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, we'll sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-39 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1_35 eingegangen am 04/11/1999 mit Schrelben vom 04/11/1999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/25-25/25 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Autfassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 1-35 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1 -35 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1 -35 
Nein: Anspruche 
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2. Unterlagen und Erklarungen 



siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 = P.N.A.S. USA (1987) 84: 7213-7217 

D2 = J. MOL MEDICINE (1996) 74: B8 

D3 = P.N.A.S. USA (1997) 94: 14759-14763 

2. Diesem Bescheid liegt die Annahme zugrunde, daB alje Anspruche die Prioritat 
des Anmeldetages des Prioritatsdokuments genieBen. Sollte sich spater 
herausstellen, daB dies nicht zutrifft, so wurde das im internationalen 
Recherchenbericht genannte Dokument D3 relevant werden. 

3. Die Gegenstande der Anspruche 1 bis 35 werden sowohl als neu als auch auf 
einer erfinderischen Tatigkeit beruhend angesehen. 

Den nachsten Stand der Technik scheint das Dokument D1 darzustellen, welches 
ein Verfahren zur Insertions- und Deletions-Mutagenese von CMV in 
eukaryontischen Zellen beschreibt. Der Vektor gemaB Anspruch 1 unterscheidet 
sich von den in D1 verwendeten Konstrukten dadurch, daB er als Klonierungs- 
vehikel ein bakterielles kunstliches Chromosom (BAC) enthalt. 
In der Beschreibung der Anmeldung (siehe insbesondere die Beispiele) konnte 
gezeigt werden, daB ein solcher Vektor in E. coli erhalten und vermehrt werden 
kann und nach Transfektion in eukaryontische Zellen zur Produktion von Viren 
fuhrt. Dies ermoglicht die Klonierung und Mutagenese einheitlicher CMV- 
Mutanten. 

Die technische Aufgabe wird somit darin gesehen, einen Vektor bereitzustellen, 
der es erlaubt, infektiose viraler Genomsequenzen mit einer GroBe von mehr als 
100 kb in einer Wirtszelle zu halten, zu vermehren und zu mutagenisieren, und 
der zur Herstellung der mutierten Viren ohne zusatzliche Selektionsschritte fuhrt. 
Die Losung dieser Aufgabe gemaB Anspruch 1 wird als nicht naheliegend 
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angesehen. Zwar war aus dem Stand der Technik (siehe Dokument D2) bekannt, 
daB CMV als BAC in E. coli repliziert und erhalten werden kann, jedoch hatte der 
Fachmann aufgrund dieses Dokumentes nicht erwarten konnen, daB in einem 
solchen Vektor tatsachlich auch infektose Virus-Sequenzen dieser GroBe 
klonierbar sind. Folglich beruhen die Gegenstande der Anspruche 1 bis 35 auf 
einer erfinderischen Tatigkeit. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

4. Die Beschreibung steht nicht, wie in Regel 5.1 a) iii) PCT vorgeschrieben, in 
Einklang mit den geanderten Anspruchen. 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04816 
Anmelder: KOSZINOWSKI, Ulrich H. et at. 
Aktenzeichen des Vertreters: PCT897-03166/VL 
Datum: 04.11.1999 



Neue Patentanspruche 

1. Rekombinanter Vektor, der infektiose virale Genomsequenzen mit einer 
Grofte von mehr als 100 kb sowie Sequenzen eines Klonierungsvehikels ent- 
halt, die die Fahigkeit zur DNA-Replikation in einer Wirtszelle besitzen, wobei 
das Klonierungsvehikel ein bakterielles kunstliches Chromosom (BAC) ist. 

2. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die 
infektiosen viralen Genomsequenzen eine Grofce von mehr als 200 kb haben. 

3. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daft die viralen Genomsequenzen von einem DNA-Virus stammen. 

4. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viralen Genomsequenzen von einem Herpes-Virus stammen. 

5. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen von einem Betaherpesvirus stammen. 

6. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viralen Genomsequenzen vom menschlichen Cytomegalievirus stammen. 

7. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viralen Genomsequenzen vom Maus-Cytomegalievirus stammen. 

8. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen von einem Gammaherpesvirus stammen. 
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9. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen vom murinen Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) stam- 
men. 

10. Rekombinanter Vektor nach einem oder mehreren der vorstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenzen des Klonierungsvehikels 
von identischen Sequenzabschnitten flankiert sind. 

1 1 . Rekombinanter Vektor nach einem oder mehreren der vorstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenzen des Klonierungsvehikels 
von Erkennungssequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen und/oder 
von Restriktionsschnittstellen flankiert sind, die im restlichen Vektor nicht 
vorkommen. 

1 2. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die 
Erkennungssequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen loxP-Stellen 
sind. 

13. Rekombinanter Vektor nach einem oder mehreren der vorstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daft zusatzlich Selektions- und/oder Mar- 
kergene enthalten sind. 

14. Zeile, enthaltend einen rekombinanten Vektor nach einem der Anspruche 1 
bis 13. 

1 5. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Vektors gemaft einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 13, das folgende Schritte umfaftt: 

a) Einbringen einer Sequenz (1), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, die die Fahigkeit zur DNA-Replikation in einer Wirtszelle besitzen, wo- 



bei das Klonierungsvehikel ein bakterielles kunstliches Chromosom (BAC) ist, 
in eine Zelle, die infektiose virale Genomsequenzen enthalt, und 

b) Rekombinieren der Sequenz (1) aus Schritt a) mifden viralen Genomsequen- 
zen zum Erhait eines rekombinanten Vektors. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daft der Schritt b) 
uber homologe Rekombination erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daft als Zelle 
in Schritt a) eine eukaryontische Zelle verwendet wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daft die eukaryonti- 
schen Zellen Saugerzellen sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft die eukaryonti- 
schen Zellen primare Fibroblasten, humane Vorhautfibroblasten (HFF) oder 
embryonaie Maus-Fibroblasten sind. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daft die eukaryonti- 
schen Zellen NIH3T3-Fibroblasten sind. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Sequenz (1) durch ein Calciumphosphat-Prazipitations- ein Lipofekti- 
ons- oder ein Elektroporationsverfahren in die Zellen eingebracht wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Sequenz (1 ) durch einen weiteren viralen Vektor in die Zellen einge- 
bracht wird. 
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23. Verfahren nach Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, daft als Zelle in 
Schritt a) ein bakterieller Organismus verwendet wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daft als Zelle in 
Schritt a) E. coli verwendet wird. 

25. Verwendung eines rekombinanten Vektors nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 13 zur Mutagenese der darin enthaltenen infektiosen viralen 
Genomsequenzen. 

26. Verfahren zur Mutagenese von in einem rekombinanten Vektor gemaft 
einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 13 enthaltenen viralen Genom- 
sequenzen, das folgende Schritte umfaftt: 

A) Einbringen des rekombinanten Vektors in eine bakterielle Wirtszelle; und 

B) Mutagenisieren der viralen Genomsequenzen. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutageni- 
sierung der viralen Genomsequenzen durch homologe Rekombination des re- 
kombinanten Vektors mit in der bakteriellen Wirtszelle enthaltenen DNA-Mole- 
kulen erfolgt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daft die homologe 
Rekombination des rekombinanten Vektors mit einem mutanten Allel erfolgt. 

29. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutageni- 
sierung der viralen Genomsequenzen mit Hilfe eines Transposons erfolgt. 



geAndertes blatt 
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30. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 26 bis 29, dadurch 
gekennzeichnet, daft der rekombinante Vektor gemaft einem Verfahren nach 
einem oder mehreren der Anspruche 15 bis 24 erhaltlich ist. 

31. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 13, bei dem die in- 
fektiosen viralen Genomsequenzen durch Mutagenese gemaft einem der An- 
spruche 26 bis 30 verandert sind. 

32. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, daft die 
veranderten viralen Genomsequenzen eine Grofte von mehr als 200 kb haben. 

33. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 13, 31 oder 32 als 
Medikament. 

34. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 1 3, 31 oder 32 zur 
Durchfuhrung von somatischer Gentherapie 

35. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 13, 31 oder 32 als 
Impfstoff. 
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Patent Claims 

1 . Recombinant vector containing infectious viral genome sequences having a 
size larger than 100 kb, preferably larger than 200 kb, as well as sequences of a 
cloning vehicle. 

2. Recombinant vector according to claim 1 , characterized in that the viral 
genome sequences derive from a DNA virus. 

3. Recombinant vector according to claim 2, characterized in that the viral 
genome sequences derive from a herpesvirus. 

4. Recombinant vector according to claim 3, characterized in that the viral 
genome sequences derive from a betaherpesvirus. 

5. Recombinant vector according to claim 4, characterized in that the viral 
genome sequences derive from human cytomegalovirus. 

6. Recombinant vector according to claim 4, characterized in that the viral 
genome sequences derive from mouse cytomegalovirus. 

7. Recombinant vector according to claim 3, characterized in that the viral 
genome sequences derive from a gammaherpesvirus. 

8. Recombinant vector according to claim 3, characterized in that the viral 
genome sequences derive from murine gammaherpesvirus 68 (MHV 68). 

9. Recombinant vector according to one or several of the preceding claims, 
characterized in that the cloning vehicle is a low-copy plasmid, preferably a mini-F- 
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plasmid derivative. 



10. Recombinant vector according to claim 9, characterized in that the mini-F- 
plasmid derivative is an artificial circular chromosome, preferably a bacterial artificial 
chromosome (BAC). 

11. Recombinant vector according to one or several of the preceding claims, 
characterized in that the sequences of the cloning vehicle are flanked by identical 
sequence sections. 

12. Recombinant vector according to one or several of the preceding claims, 
characterized in that the sequences of the cloning vehicle are flanked by recognition 
sequences for sequence-specific recombinases and/or by restriction sites which do 
not appear in the rest of the vector. 

13. Recombinant vector according to claim 12, characterized in that the 
recognition sequences for sequence-specific recombinases are loxP sites. 

14. Recombinant vector according to one or several of the preceding claims, 
characterized in that selection and/or marker genes are additionally contained. 

15. Cell containing a recombinant vector according to any one of claims 1 to 14. 

16. Method for producing a recombinant vector according to one or several of 
claims 1 to 14, comprising the following steps: 

a) introducing a sequence (1 ), containing sequences of a cloning vehicle, into a 
cell containing infectious viral genome sequences, and 



b) recombining sequence (1 ) of step a) with the viral genome sequences, 
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preferably via homologous recombination, for obtaining a recombinant vector. 

17. Method according to claim 16, characterized in that a eukaryotic cell is used 
as the cell in step a). 

18. Method according to claim 17, characterized in that the eukaryotic cells are 
mammalian cells, preferably primary fibroblasts, human foreskin fibroblasts (HFF) or 
mouse embryonic fibroblasts. 

19. Method according to claim 17, characterized in that the eukaryotic cells are 
NIH3T3 fibroblasts. 

20. Method according to any one of claims 16 to 19, characterized in that 
sequence (1) is introduced into the cells by a calcium phosphate precipitation 
method, a lipofection method or an electroporation method. 

21 . Method according to any one of claims 16 to 1 9, characterized in that 
sequence (1) is introduced into the cells by a further viral vector. 

22. Method according to claim 16, characterized in that a bacterial organism, 
preferably E. coli, is used as the cell in step a). 

23. Use of a recombinant vector according to one or several of claims 1 to 14 for 
the mutagenesis of the infectious viral genome sequences contained therein. 

24. Method for the mutagenesis of viral genome sequences contained in a 
recombinant vector according to one or several of claims 1 to 14, the method 
comprising the following steps: 

A) introducing the recombinant vector into a bacterial host cell or yeast; and 
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B) mutagenizing the viral genome sequences. 

25. Method according to claim 24, characterized in that the mutagenesis of viral 
genome sequences is carried out by homologous recombination of the recombinant 
vector with DNA molecules contained in the bacterial host cell or yeast. 

26. Method according to claim 25, characterized in that the homologous 
recombination of the recombinant vector is carried out with a mutant allele. 

27. Method according to claim 24, characterized in that the mutagenesis of the 
viral genome sequences is carried out with the help of a transposon. 

28. Method according to one or several of claims 24 to 27, characterized in that 
the recombinant vector is obtainable by a method according to one or several of 
claims 16 to 22. 

29. Recombinant vector containing infectious viral genome sequences which 
have been modified by mutagenesis according to any one of claims 24 to 28 and 
have a size larger than 100 kb, preferably larger than 200 kb, as well as sequences 
of a cloning vehicle. 

30. Recombinant vector according to any one of claims 1 to 14 or 29 as a drug, 
preferably for performing somatic gene therapy. 

31 . Recombinant vector according to any One of claims 1 to 14 or 29 as a 
vaccine. 
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